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Diverse strategie sono state sviluppate per minimizzare i danni apoptotici 
indotti dalla crioconservazione. In particolare, sono stati testati diversi 
inibitori dell’apoptosi nel tentativo di preservare l’integrità delle membrane 
senza alterarne il potenziale, ridurre la frammentazione del DNA in seguito 
all’insulto del congelamento e modulare l’attività delle caspasi bloccando il 
segnale apoptotico. Pertanto, lo scopo della tesi è stato quello di individuare 
delle possibili strategie di prevenzione dell’apoptosi indotta dal 
congelamento, mediante inibizione delle caspasi, al fine migliorare la 
criotolleranza degli embrioni e dei gameti (oociti e spermatozoi) nella specie 
bovina. In particolare, è stato investigato l’effetto dell’inibitore delle caspasi 
Z-VAD-FMK all’interno dei terreni di vitrificazione, scongelamento e 
coltura per gli embrioni e per gli oociti e dei terreni di congelamento e 
incubazione per gli spermatozoi al fine di ridurre l’apoptosi e i danni da 
congelamento, migliorando la criotolleranza post-scongelamento degli 
embrioni e dei gameti bovini.   
Lo scopo dell’esperimento 1 è stato quello di valutare l'effetto dell’aggiunta 
dell’inibitore Z-VAD-FMK (20µM) prima, durante e dopo la vitrificazione 
sulla criotolleranza degli embrioni bovini prodotti in vitro. A tale fine sono 
state valutate la sopravvivenza, la progressione allo sviluppo e le percentuali 
di schiusa delle blastocisti vitrificate dopo 24 e 48 ore di coltura di post-
riscaldamento, nonché il numero di cellule embrionali e la loro distribuzione 
tra trofectoderma e nodo embrionale. Inoltre l’influenza dell’inibitore 
sull’apoptosi è stata valutata mediante misurazione della frammentazione 
del DNA e dell’attività della caspasi 3.  Lo scopo dell’esperimento 2, è stato 
quello di studiare gli effetti dell’inibitore Z-VAD-FMK (20µM), prima, 
durante e dopo la vitrificazione sulla criotolleranza degli oociti bovini 
maturati in vitro. L’efficacia dell’inibitore sulla prevenzione dell’apoptosi è 
stata valutata mediante stima della frammentazione del DNA, dell’attività 
caspasica, del potenziale di membrana mitocondriale, nonché della vitalità 
e della competenza allo sviluppo embrionale dopo fecondazione in vitro. 
L’esperimento 3 si è, infine, prefisso l’obiettivo di studiare l’influenza di un 
trattamento con l’inibitore Z-VAD-FMK (20 e 100 µM) prima, durante e 
dopo il congelamento sulla criotolleranza degli spermatozoi bovini. 
L’efficacia del trattamento è stata verificata su diversi parametri indicativi 
di fertilità spermatica, quali la motilità, la vitalità, l'integrità di membrana, 
la frammentazione del DNA, l’attività della Caspasi 3 ed il potenziale di 
membrana mitocondriale. 
I risultati dell’esperimento 1 hanno dimostrato che il trattamento con 
l'inibitore della caspasi Z-VAD-FMK, migliora la criotolleranza degli 
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embrioni bovini prodotti in vitro, prevenendo l'apoptosi indotta da 
crioconservazione come dimostrato dalle maggiori percentuali di 
sopravvivenza (76.1 vs 51.1%, P<0.01), sviluppo (63.2 vs 38.5%, P<0.01) 
e sgusciamento (26.5 vs 17.6%; P<0.05) dopo 48 ore di coltura post-
riscaldamento. Inoltre, il trattamento con Z-VAD-FMK ha determinato una 
riduzione del numero (4.7 ± 0.3 vs 7.7 ± 0.5; P<0,01) e della percentuale 
(3.4 ± 0.2 vs 6.1 ± 0.5; P<0,01) di cellule con DNA frammentato così come 
dei livelli di caspasi (1.46 ± 0.17 vs 5.06 ± 0.41, P<0,01) dopo 48 ore di 
coltura post-riscaldamento. 
I risultati dell’esperimento 2 hanno confermato che la vitrificazione 
determina danni a livello del DNA e del potenziale di membrana 
mitocondriale che si traducono in una ridotta sopravvivenza e competenza 
allo sviluppo degli oociti bovini, attestata dalla diminuzione significativa dei 
tassi di cleavage (73.1 ± 6.1 vs 42.4 ± 1.7, P<0.05) e blastocisti (40.1 ± 8.5 
vs 6.7 ± 2.0, P<0.05). L’ipotesi del lavoro non è però stata confermata, in 
quanto il trattamento degli oociti con l’inibitore delle caspasi Z-VAD-FMK 
prima, durante e dopo la vitrificazione, non è risultato efficace nel prevenire 
l’apoptosi indotta dalla crioconservazione stessa né tantomeno nel 
migliorare la resistenza degli oociti al processo di crioconservazione.  
Analogamente i risultati dell’esperimento 3 hanno confermato che il 
congelamento determina una riduzione della motilità (73.3 ± 1.05 vs 70.0 ± 
1.05, P<0.05), della percentuale di spermatozoi con membrana integra (73.8 
± 1.6 vs 67.1 ± 1.2, P<0.05) e della percentuale di spermatozoi che 
mostravano frammentazione del DNA (1.1 ± 0.6 vs 15.4 ± 2.8, P<0.01). 
Inoltre, un dato inatteso riguarda, analogamente, però, a quanto riscontrato 
nell’esperimento 2 sugli oociti, l’inefficacia di Z-VAD-FMK nell’inibire 
l’attività caspasica, come attestato dall’assenza di differenze tra i vari gruppi 
nella percentuale di spermatozoi che esprimevano la forma attiva di caspasi. 
In conclusione, i risultati di questo studio hanno dimostrato che il 
trattamento degli embrioni bovini prodotti in vitro in presenza di Z-VAD-
FMK ne aumenta la criotolleranza limitando l'apoptosi indotta da 
crioconservazione. Questa potrebbe essere una strategia semplice ed 
economica per migliorare l'efficienza della crioconservazione degli 
embrioni bovini, fondamentale per una maggiore diffusione della tecnologia 
di produzione embrionale in vitro in campo. Tuttavia, la strategia di 
prevenire l’apoptosi indotta da crioconservazione con Z-VAD-FMK non è 
perseguibile per migliorare la criotolleranza dei gameti bovini alle dosi 
testate. Ne consegue la necessità di approfondire lo studio testando diverse 
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concentrazioni dell’inibitore e tempi di esposizione prima di escluderne un 
potenziale utilizzo come “crioprotettore”. 
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Le biotecnologie della riproduzione animale hanno un ruolo centrale 
nell’efficienza produttiva e nel miglioramento genetico degli animali 
domestici. Pertanto, i progressi delle tecnologie riproduttive saranno 
fondamentali per soddisfare le future richieste di una popolazione globale in 
aumento, oltre a dare un contributo per superare le difficoltà future nella 
produzione animale causate dai cambiamenti climatici. Queste nuove 
tecnologie hanno contribuito in maniera decisiva all’evoluzione 
dell’allevamento negli ultimi 60 anni (Thibier, 2005), permettendo di porre 
le basi per una radicale trasformazione della zootecnia e dei sistemi 
produttivi. Lo scopo delle biotecnologie attualmente utilizzate 
nell'allevamento del bestiame è quello di potenziare le performance 
riproduttive e ottenere in tempi sempre più brevi un notevole incremento 
genetico, senza però trascurare quelle che sono le esigenze del consumatore, 
sempre più sensibile alla qualità del prodotto e al benessere degli animali. 
Le moderne tecniche di riproduzione comprendono l’inseminazione 
strumentale (IS), la superovulazione (SO) e il trasferimento embrionale (ET) 
anche indicata con l’acronimo MOET (Multiple Ovulations and Embryo 
Transfer), il sessaggio embrionale, la produzione embrionale in vitro (IVEP) 
e la crioconservazione delle cellule germinali (spermatozoi ed oociti) e degli 
embrioni. L’utilizzo combinato di alcune tecnologie consente di accelerare 
il miglioramento genetico, conseguendone una maggiore produttività e 
prestazione riproduttiva degli animali da reddito, massimizzando al 
contempo l’utilizzo di risorse naturali. In generale, il miglioramento 
genetico nei grandi mammiferi è ostacolato da numerosi fattori, tra i quali il 
lungo intervallo generazionale, con la produzione di un solo redo per anno 
(caratteristiche che rendono necessarie lunghe attese prima di riuscire ad 
ottenere una reale valutazione dei soggetti) e la ricombinazione genetica che 
avviene ad ogni fecondazione, fenomeno questo che non rende possibile 
prevedere il valore genetico del nuovo individuo, a meno che non si ricorra 
alla valutazione delle produzioni delle figlie, mediante prove di progenie, 
nel caso dei maschi, oppure dei dati di lattazione, nel caso delle femmine. 
Ciononostante, passi in avanti sono stati fatti negli ultimi anni grazie 
all’utilizzo dell’IS che ha consentito l’introduzione di genotipi desiderati 
nell’ambito di una popolazione, in tempi notevolmente ridotti, contribuendo 
al miglioramento genetico per via paterna e dando così quella spinta 
necessaria alla diffusione di tale tecnica, oggi utilizzata inoltre l’80% della 
popolazione bovina europea (Morrell, 2011). Tra le diverse tecnologie citate 
fino ad ora l’IS ha lo svantaggio di concentrarsi principalmente sulla 
componente genetica del maschio, mentre le tecniche che meglio si prestano 
Introduzione 
 
 22 
ad ottenere in tempi brevi un rapido miglioramento genetico e ad esaltare il 
contributo materno, sono la MOET e l’Ovum pick-up (OPU) associato all’ 
IVEP. Per meglio comprendere l’importanza e la diffusione di queste 
tecnologie, basta pensare che più di mezzo milione di embrioni bovini sono 
stati trasferiti nel 2003, di cui il 40% erano congelati/scongelati e il 18% 
prodotti in vitro (Thibier, 2004). A livello mondiale, l’ET sta aumentando 
considerevolmente nel settore dell'allevamento bovino, principalmente a 
causa dell'aumento del trasferimento di embrioni prodotti in vitro. Nel 2012 
sono stati trasferiti 500.000 embrioni prodotti dalla superovulazione e 
400.000 da sistemi di produzione in vitro (Stroud, 2011). La stragrande 
maggioranza di questi trasferimenti si attua in Sud America, in particolare 
in Brasile. L'uso crescente di embrioni bovini prodotti in vitro è indicativo 
del successo della tecnica in questa specie. Nei cavalli, invece, non è stato 
possibile sviluppare un metodo affidabile per la fecondazione in vitro. 
Pertanto, la tecnica più comunemente utilizzata rispetto alla fecondazione in 
vitro (IVF) per gli equidi è l’iniezione intracitoplasmatica di spermatozoi 
(ICSI), anche se la necessità di attrezzature specializzate e di personale 
altamente qualificato limita l'uso di questa tecnica. Al contrario, l’ICSI non 
è comunemente utilizzata per gli oociti bovini a causa di alcune limitazioni 
quali l'inadeguata attivazione dell'oocita (Malcuit et al., 2006) e i danni del 
citoscheletro (Galli et al., 2003), ma anche perché il sistema di IVF è stato 
ottimizzato. Le biotecnologie della riproduzione anche in campo umano 
hanno permesso di fronteggiare con successo quadri d’infertilità e risultano 
dei validi strumenti nella lotta contro il cancro, l’invecchiamento cellulare, 
patologie pre e post natali. Infatti, grazie alle numerose acquisizioni 
scientifiche che caratterizzano il loro studio, sono in grado di fornire 
preziose informazioni su processi biologici e patologici dell’organismo. 
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1.1 Inseminazione Strumentale  
 
L’inseminazione strumentale è stata una delle prime tecniche, nell’ambito 
delle biotecnologie riproduttive, ad essere utilizzata negli allevamenti 
animali; quando parliamo di IS intendiamo la deposizione meccanica del 
seme nell’apparato riproduttore femminile. L’IS per la specie bovina 
rappresenta il principale strumento operativo per la selezione genetica. In 
poco più di mezzo secolo questa procedura è diventata una tecnica di routine 
per quasi la totalità degli allevamenti bovini da latte. I vantaggi di questa 
tecnica sono rappresentati dalla prevenzione di malattie veneree alla 
possibilità di generare multiple generazioni filiali per toro, in poco tempo. 
Ciò permette una rapida valutazione genetica dell’animale attraverso le 
prestazioni delle figlie. La svolta che ha portato al grande utilizzo di questa 
tecnica è avvenuta tra gli anni 60-70, periodo in cui è migliorata anche la 
tecnica di crioconservazione del seme, con il vantaggio di poter conservare 
il seme per anni e la possibilità di poter fecondare animali che si trovavano 
a diverse migliaia di chilometri di distanza dal toro o utilizzare il seme in 
qualsiasi momento anche dopo la morte del donatore; inoltre, la 
crioconservazione ha facilitato l’applicazione commerciale dell’IS in quanto 
il trasporto del seme è più semplice ed economico, se consideriamo che il 
costo del trasporto di un animale è molto superiore e comporta un notevole 
stress che influisce negativamente sulla sfera riproduttiva. Al giorno d’oggi, 
le tecniche per la crioconservazione del seme sono talmente ben 
standardizzate che la qualità di quest’ultimo rispetto al fresco è diventato un 
problema secondario. L’inseminazione strumentale sarebbe auspicabile 
anche nell’ambito dei programmi di miglioramento genetico di altre specie 
come nella bufala, però, alcuni fattori fisiologici, quali l’ampia variabilità 
della durata delle manifestazioni estrali, l’alta incidenza di calori silenti ed 
il riscontro di doppie manifestazioni estrali, hanno reso gli interventi di IS 
difficilmente programmabili, anche quando si ricorre alla sincronizzazione 
dei calori (Zicarelli, 2002). Tuttavia, recentemente è stato evidenziato un 
miglioramento dell'efficienza dei protocolli per la sincronizzazione 
dell'estro e dell'ovulazione della bufala (Neglia et al., 2008) e un 
conseguente miglioramento dell’efficienza dell’IS che è addirittura 
raddoppiata (dal 25 al 50%) negli ultimi 20 anni (Zicarelli et al., 1997; 
Baruselli et al., 2001; Campanile et al., 2011; Neglia et al., 2015). 
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1.2 Superovulazione e trasferimento embrionale  
 
La MOET è la tecnologia attualmente utilizzata per ottenere più dell’80 % 
degli embrioni prodotti a scopo commerciale nel mondo. La 
superovulazione è una tecnica che consente di indurre ovulazioni multiple 
in animali che generalmente hanno un’unica ovulazione. A questo scopo, gli 
animali, previamente sottoposti a somministrazione di ormoni esogeni, in 
particolare progestageni, vengono trattati con dosi frazionate di estratti 
ipofisari di origine ovina o suina, i quali sono in grado di promuovere la 
maturazione e la deiscenza di un numero di follicoli superiore a quello 
fisiologico. La SO viene effettuata tra il 9° e l’11° giorno del ciclo estrale, 
in concomitanza con l’emergenza della seconda ondata follicolare. In 
prossimità dell’ovulazione gli animali trattati vengono inseminati e dopo 6-
7 giorni, mediante flushing (lavaggio con una soluzione isotonica tamponata 
delle corna uterine), si effettua il recupero degli embrioni; questi ultimi 
vengono poi trasferiti in femmine riceventi precedentemente sincronizzate 
oppure congelati e trasferiti in un secondo momento. L’ET può essere 
considerato la controparte femminile dell’IS (Jainudeen et al., 1993). Al fine 
di ottenere i migliori risultati è necessario utilizzare tale tecnica solo in 
soggetti con perfette condizioni sanitarie del tratto genitale, con pervietà 
delle tube, con cicli regolari e non gravidi. I programmi MOET hanno il 
vantaggio di aumentare l’intensità di selezione genetica, riducendo gli 
intervalli generazionali (Smith, 1988), ed oggi sono anche comunemente 
usati per selezionare i tori da utilizzare per l’IS (Bondoc et al., 1989; Teepker 
et al., 1989).  
In questo caso le donatrici scelte vengono fecondate con il seme di tori 
miglioratori e le femmine della progenie che ne deriva vengono messe in 
produzione, mentre i fratelli vengono messi in attesa dei risultati di 
produzione delle sorelle (Smith e Ruane, 1987). I maschi vengono quindi 
testati e scelti in base alle prestazioni delle sorelle, invece che della loro 
prole, come accadeva con la sola IS. In questo modo è possibile testare 
geneticamente un toro in tre anni e mezzo invece che in cinque anni e mezzo 
usando i tradizionali test di progenie. Tuttavia esistono diversi fattori 
limitanti che influenzano la risposta degli animali alla SO: questi possono 
essere intrinseci, quali l’individuo stesso, l’età e la razza, e fattori estrinseci, 
quali la stagione, l’ ambiente, la nutrizione delle donatrici e delle riceventi, 
la quantità dei trattamenti ripetuti, senza dimenticare le condizioni sanitarie 
del tratto genitale, in quanto la stimolazione ormonale può essere fatta solo 
su soggetti che mostrano cicli regolari, pervietà delle tube e che non sono 
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gravidi. Un altro fattore che non va dimenticato è la possibilità di eventuali 
effetti collaterali dovuti ai trattamenti ripetuti, quali sindromi cistiche, 
possibili difficoltà ad ingravidarsi ed il rilassamento dei legamenti 
mammari. Il recupero medio che si osserva nella specie bovina è di 5 
embrioni ma varia a seconda della razza e del trattamento di SO impiegato 
(Halser et al., 2003; Baruselli et al., 2006). Il 24% degli animali non produce 
embrioni vitali, il 46% produce meno del numero medio di embrioni 
trasferibili, mentre il 30% produce il 70 % degli embrioni trasferibili 
(Mapletoft  & Bo, 2014). 
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1.3 Produzione embrionale in vitro  
 
La produzione embrionale in vitro è una valida alternativa alla produzione 
embrionale in vivo soprattutto con l’avvento della metodica dell’OPU. Nei 
primi approcci, la produzione embrionale in vitro era limitata al cosiddetto 
salvataggio genetico di animali di pregio morti o destinati alla macellazione 
perché giunti alla fine della propria carriera produttiva. Attualmente il 
recupero degli oociti può essere effettuato da materiale proveniente da 
macello o da animali vivi tramite la tecnica OPU. Questo procedimento 
consiste nel prelievo in vivo, per via transvaginale ecoguidata, di oociti 
immaturi da animali donatori noti, consentendo, grazie alla sua ripetibilità, 
il recupero di una notevole quantità di oociti che vengono poi introdotti nel 
sistema di IVEP. Quest’ultimo prevede una fase di maturazione in vitro 
(IVM), una fase di IVF ed una fase di coltura in vitro (IVC) fino allo stadio 
di blastocisti, stadio in cui gli embrioni possono essere trasferiti o sottoposti 
a sessaggio e/o congelamento. Il primo vitello prodotto in vitro (IVP) è nato 
nel 1981 (Brackett et al., 1982), mentre nel 1988 un gruppo di ricerca 
olandese ha effettuato il primo OPU nella specie bovina, dimostrando la 
possibilità di recuperare gli oociti senza compromettere la salute e l’attività 
riproduttiva degli animali (Pieterse et al., 1988). Nel 2011, il numero totale 
di embrioni bovini IVP trasferibili in tutto il mondo era di 453.471 (Stroud, 
2011) che comprendeva però embrioni prodotti da OPU e da macello. La 
tecnica OPU è molto vantaggiosa perché può essere utilizzata qualora la SO 
non fosse possibile, come in soggetti che non godono di perfette condizioni 
sanitarie del tratto genitale come occlusioni tubariche o patologie oviduttali-
uterine, in soggetti gravidi fino al 4° mese, aciclici, prepuberi e in quelli a 
fine carriera (di età avanzata). Inoltre la tecnica non interferisce con i 
normali cicli riproduttivi e produttivi dell’animale e non necessita di un 
pretrattamento con gonadotropine. Quest’ultimo è un importante vantaggio 
specialmente per gli animali giovani, o quelli in lattazione, nei quali, la 
stimolazione con le gonadotropine può causare edema mammario e cisti 
ovariche. È una tecnica facilmente eseguibile, non invasiva e ripetibile, che 
consente di visualizzare e, quindi, aspirare, tutti i follicoli ecograficamente 
visibili, a partire dal diametro di 2 mm, non interferisce con lo stato 
fisiologico della donatrice (Janssen-Caspers et al., 1988), permettendo il 
recupero di una notevole quantità di oociti meioticamente competenti. Il 
prelievo degli oociti immaturi può essere effettuato una o due volte alla 
settimana, per tempi anche molto lunghi, senza effetti negativi sulla fertilità 
degli animali (Chastant-Maillard et al., 2003). Inoltre è stato osservato che 
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un prelievo effettuato 2 volte a settimana fa sì che la qualità degli oociti 
migliori dopo i primi trattamenti, perché in questo modo si azzera il ciclo 
follicolare, si evita il fenomeno della dominanza e, quindi, si elimina 
l’impatto negativo del follicolo dominante sulla competenza allo sviluppo 
degli oociti dei follicoli subordinati. Quindi un altro fattore che incide 
positivamente sulla qualità delle cellule uovo è l’intervallo tra sedute. Perciò 
il numero di oociti di buona qualità recuperati risulta maggiore con il 
prelievo fatto due volte la settimana, a distanza di 3-4 giorni, rispetto a 
quello eseguito una volta a settimana (Merton et al., 2003, Hanenberg et al., 
1997). In quest’ultimo caso, infatti, c’è un maggiore numero di oociti che 
presentano espansione del cumulo e atresia (Garcia et al., 1998). L’uso 
combinato di OPU ed IVEP rappresenta attualmente lo strumento più valido 
per incrementare il numero di ET ottenibile per donatrice in un determinato 
intervallo di tempo, nella maggior parte delle specie. Attualmente nella 
specie bovina, il numero di oociti ottenuti in un programma OPU 
caratterizzato da due prelievi settimanali, varia da 0.5 a 15 per animale con 
circa il 20 % di oociti nudi o degenerati (Hasler et al., 1995). Inoltre, grazie 
alla ripetibilità dei prelievi la produzione media di embrioni prodotti ad 
esempio nell’arco di sei mesi aumenta significativamente (52 vs 30 nella 
bovina rispettivamente con le tecniche OPU e SO; Galli et al., 2014). La 
possibilità di utilizzare tale tecnica su animali di elevato valore produttivo, 
si traduce in una notevole riduzione dell’intervallo generazionale e, 
conseguentemente, in un’accelerazione del progresso genetico. 
 
1.3.1 Recupero degli oociti 
 
Uno dei fattori che influisce negativamente sulla produzione embrionale in 
vitro è la scarsa reperibilità di materiale sperimentale da destinare alla 
ricerca. Infatti, quando quest’ultimo è rappresentato da oociti provenienti da 
OPU, il problema è rappresentato dalla necessità di dover disporre 
continuamente di un elevato numero di soggetti da sottoporre 2 volte a 
settimana a tale procedura, in modo tale da garantire un numero costante di 
oociti da utilizzare nei vari esperimenti. Per ridurre costi e i tempi nella 
pratica di laboratorio, è, quindi, necessario ricorrere ad ovaie di animali da 
macello come fonte di oociti. La raccolta dei complessi cumulo-oocita 
(COC) da materiale da macello può essere eseguita con diversi metodi quali 
lo “slicing” e l’aspirazione follicolare (Boni, 1994; 1994a); è quest’ultima, 
però, quella che viene maggiormente impiegata nella pratica di laboratorio. 
L’aspirazione dei follicoli viene quindi effettuata grazie ad un ago collegato 
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ad una pompa da vuoto al fine di mantenere costante la pressione ed evitare 
un eccessivo dispendio di tempo che potrebbe compromettere la vitalità 
degli oociti. I COC recuperati vengono classificati e divisi in base alla 
morfologia del citoplasma e del cumulo, perché esiste una precisa  
correlazione tra l’aspetto morfologico e la competenza, questa intesa come 
capacità dell’oocita di essere fecondato e di svilupparsi fino allo stadio di 
blastocisti. Un altro fattore importante nella classificazione degli oociti è la 
presenza delle cellule del cumulo che svolgono, infatti, un ruolo 
fondamentale nella maturazione del gamete. Queste cellule sono importanti 
anche durante la fecondazione perché svolgono le funzioni di attrarre e 
selezionare gli spermatozoi (Chian et al., 1996; Cox et al., 1993), di facilitare 
i processi di capacitazione spermatica, reazione acrosomiale e penetrazione 
della cellula uovo (Cox et al., 1993; Fukui, 1990) e di prevenire un precoce 
indurimento della zona pellucida (Katska et al., 1989). Pertanto in base 
all’omogeneità del citoplasma e al numero di strati di cellule del cumulo gli 
oociti sono stati classificati in diverse categorie (Wurth et al., 1992; Wurth 
et al., 1994; Boni et al., 2002). Dopo la fase di recupero si procede con la 
selezione degli oociti di buona qualità, che secondo la nostra valutazione 
morfologica prevede la seguente classificazione (Bakri et al., 2016): 
GRADO A: oociti con citoplasma omogeneo e ricoperti da 5 o più strati di 
cellule del cumulo; 
GRADO B: oociti con citoplasma omogeneo e circondati da 2 o quattro 
strati di cellule del cumulo; 
GRADO C: oociti poche circondati da meno di due strati di cellule del 
cumulo, o parzialmente denudati; 
GRADO D: oociti degenerati; 
ESPANSI: oociti caratterizzati da cellule del cumulo espanse e picnotiche. 
Gli oociti di grado A e B (Figura 1.1) sono quelli scelti per la successiva 
fase di IVEP. Tale classificazione rispecchia la competenza degli oociti allo 
sviluppo, dato che l’efficienza IVEP decresce progressivamente quando si 
passa da oociti di grado A a quelli di grado E.  
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Fig. 1.1 Oocita bovino di grado A e B 
 
1.3.2 Maturazione in vitro 
 
Ai fini di una buona produzione embrionale in vitro è necessario un 
opportuno sistema di maturazione in vitro. Per comprendere l’importanza di 
questa fase è bene ricordare, almeno in linee generali, come questi eventi si 
svolgono nell’animale in vivo. Lo sviluppo dei follicoli antrali è 
caratterizzato da due fasi: la prima non strettamente dipendente dagli ormoni 
gonadotropi (LH e FSH), e la seconda dove il ruolo delle gonadotropine 
risulta fondamentale al fine di ottenere una corretta maturazione. Oltre alle 
gonadrotopine, nel processo di follicologenesi sono molto importanti i 
fattori di crescita, che hanno il compito di regolare la proliferazione, la 
differenziazione e la sopravvivenza delle cellule follicolari, anch’esse 
indispensabili in questa fase; infatti, si può senza dubbio dire che la 
maturazione è fortemente influenzata dall’interazione esistente tra l’oocita, 
le cellule somatiche e l’ambiente follicolare. Dal punto di vista nucleare, 
l’oocita immaturo presente nel follicolo è fermo nella Profase della prima 
divisione meiotica, a causa dell’inibizione dell’ambiente follicolare, fino al 
momento in cui non si ha il picco preovulatorio di LH. Nel follicolo antrale, 
il picco di LH induce nell’oocita, da una parte, la ripresa della meiosi, e 
dall’altra una serie di modificazioni citoplasmatiche e di membrana; in 
realtà, la sensibilità al LH dipende dalle dimensioni del follicolo. Infatti, in 
quelli con diametro inferiore a 8 mm, le cellule della granulosa non 
sembrano possedere i recettori per LH (Nogeuira et al., 2007); al contrario, 
nei follicoli con diametro superiore a 8 mm, le stesse cellule sono in grado 
di recepire e, quindi, di rispondere al picco di LH in quanto, soltanto a questo 
stadio, si è avuta una corretta maturazione e modificazioni nelle giunzioni 
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intracellulari che, consentendo la diffusione di molecole di segnale dal 
compartimento somatico all’oocita, innescano la progressione meiotica per 
cui si passa da un nucleo in Profase I ad uno in Metafase II (MII). Diversi 
esperimenti sono stati fatti in passato (Boni et al., 1992; Neglia et al., 2001) 
allo scopo di trovare parametri validi per la corretta misurazione 
dell’avvenuta maturazione, ma è importante precisare che mentre la 
maturazione nucleare risulta facilmente valutabile, quella citoplasmatica 
sembra più difficile da stimare. Per questo motivo si è cercato di trovare altre 
caratteristiche a cui affidarsi in maniera da rendere possibile la valutazione 
dell’avvenuta maturazione senza dover ricorrere ad indagini ultrastrutturali, 
e a questo scopo ben si presta l’analisi dell’espansione delle cellule del 
cumulo, anche se in alcuni casi, nel bovino, non è stata osservata una diretta 
correlazione tra questo parametro e la maturazione oocitaria. In vivo il 
completamento della maturazione può essere considerato come quel segnale 
capace di innescare l’ovulazione, che altrimenti non si verificherebbe 
impedendo così l’espulsione dell’oocita dal follicolo. Infatti solo gli oociti 
in MII, e quindi maturi, sono in grado di essere fecondati e di dare 
eventualmente il via a quella serie di trasformazioni che porteranno, dalla 
fusione di due singole cellule (aploidi), alla formazione di un unico 
organismo complesso (diploide): l’embrione. A tal proposito è stato 
fondamentale stabilire il tempo di permanenza degli oociti nel terreno di 
maturazione, e la composizione più corretta di questi media affinché si 
raggiungesse una valida maturazione nucleare e citoplasmatica degli oociti 
immaturi prelevati sia mediante OPU, sia per aspirazione follicolare da 
ovaie da macello. Hunter et al. (1972) hanno effettuato studi sull’IVM di 
oociti bovini, e da allora si è sempre cercato di creare un terreno che 
mimasse le condizioni naturali per lo sviluppo della cellula uovo. I media 
per l’IVM, che devono cercare di simulare l’ambiente follicolare, sono 
generalmente composti da un terreno commerciale complesso, il Tissue 
Culture Medium 199 (TCM 199), addizionato con una percentuale variabile 
di siero fetale bovino (FCS), che apporta proteine, fattori di crescita e 
previene l’indurimento della zona pellucida (ZP), che altrimenti 
ostacolerebbe la fecondazione. Tra i vari fattori del siero vi è il glucosio, che 
ha un ruolo molto importante nella maturazione, dato che in sua assenza gli 
oociti riprendono la meiosi, ma non riescono a raggiungere la metafase II 
(Kimura et al., 2008). Sebbene la maturazione degli oociti in vitro possa 
essere ottenuta anche senza l’aggiunta di ormoni (Madan et al., 1994), la 
loro presenza (gonadotropine e estradiolo) nei media di IVM consente sia 
una più idonea maturazione che una migliore fecondazione (Totey et al., 
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1992; 1993a). Qualche volta vengono aggiunti anche dei fattori di crescita 
come, ad esempio, il fattore di crescita dell’epidermide (EGF) (Majerus et 
al., 1999; Mermillod et al., 1993) che addizionato al medium di coltura, 
permette di utilizzare per l’IVM anche oociti di animali giovani (3-4 mesi 
di età) che hanno una più bassa competenza allo sviluppo embrionale in vitro 
(Khatir et al., 1998). Altro fattore che è stato osservato migliorare 
l’efficienza dell’IVM è l’aggiunta di cisteamina, in grado di aumentare la 
sintesi di glutatione (GSH) che è il principale composto sulfidrilico che ha, 
sia in vivo che in vitro, un importante ruolo protettivo nei confronti dello 
stress ossidativo (Meister, 1976), uno dei maggiori fattori che influenzano 
negativamente lo sviluppo di embrioni di mammifero. Il mix finale deve 
essere un terreno che permetta agli oociti di raggiungere la maturazione 
nucleare e citoplasmatica, considerando che si aspirano oociti immaturi, da 
follicoli con un diametro compreso tra i 2 e gli 8 mm.  
Bisogna tenere presente che l’oocita risente molto dell’ambiente in cui si 
sviluppa; quindi la maturazione degli oociti in vitro è condizionata da 
specifiche condizioni fisiche dell’ambiente di coltura e da altre condizioni 
non ben definite (Holm e Callesen, 1998). L’osmolarità (Yamauchi et al., 
1999), la composizione ionica, la temperatura (Lenz et al., 1983), il pH, la 
CO2 (Geshi et al., 1999), e la tensione di ossigeno, così come, il rapporto 
tra il numero di oociti e il volume di medium, la presenza/assenza di siero e 
delle cellule somatiche sono tutti fattori che influenzano l’IVM (Gordon, 
1994). 
Un altro fattore fondamentale da considerare è la tempistica della 
maturazione e, quindi il tempo che i COC devono permanere nel medium di 
IVM. La durata della maturazione in vitro può giocare un ruolo critico per 
lo sviluppo successivo; infatti un inappropriato tempo di maturazione può 
determinare l'invecchiamento degli oociti (Hunter, 1989; Hunter e Greve, 
1997) e può causare una riduzione dello sviluppo (Chang et al, 1964). 
Sebbene gli spermatozoi possono penetrare gli oociti prima del 
completamento della maturazione (Chian et al., 1992; Niwa et al., 1991), il 
successivo sviluppo è generalmente ridotto e, quindi, sembra che il 
momento ottimale per l’IVF sia a maturazione ultimata. È noto che il tempo 
necessario per il completamento della maturazione in vitro può variare tra le 
specie, in particolare, nel bovino è compreso tra le 18 e le 24 ore (Sirard et 
al., 1989; Neglia et al, 2001). In condizioni ottimali di coltura più del 90% 
degli oociti raggiunge la metafase II. 
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1.3.3 Fecondazione in vitro 
 
La fecondazione in vitro è lo step successivo alla maturazione e consiste 
nell’incontro, ovvero nella co-incubazione dei due gameti, maschile e 
femminile. La fecondazione è un processo complesso, che porta all’unione 
dei due gameti, riportando il numero dei cromosomi somatici, cui segue 
l’inizio dello sviluppo embrionale. In natura il rapporto oocita spermatozoo 
è 1:1 mentre in vitro il rapporto è almeno di 1:10000 (Ward et al., 2002) e 
questo può portare ad un incremento della polispermia rispetto ad una 
situazione fisiologica. In vivo lo spermatozoo prima di entrare in contatto 
con la cellula uovo subisce una serie di modificazioni biochimiche che lo 
preparano alla fecondazione. Tutte queste trasformazioni biologiche 
avvengono a livello del tratto riproduttivo femminile, dove, mediante il 
processo di capacitazione, gli spermatozoi acquisiscono la capacità 
fecondante (Yanagimachi, 1994). La capacitazione è associata alla 
fosforilazione di alcune proteine tirosiniche (Visconti et al., 1995; 1998), 
che è regolata in molte specie, compreso il bovino (Galantino-Homer et al., 
1997), dall’AMP ciclico, ed è condizionata da diversi elementi di 
trasduzione del segnale che coinvolgono la proteina chinasi A (PKA) 
(Leclerc et al., 1996). L’AMP ciclico è generato dall’enzima adenilato 
ciclasi (AC). Non potendo utilizzare in vitro il tratto genitale femminile, si 
è cercato nel tempo di individuare dei meccanismi chimici e fisici per 
indurre la capacitazione in vitro. Dagli anni 80’ ad oggi diversi approcci 
sono stati tentati in questa direzione in numerosi centri di ricerca, 
dall’utilizzo di agenti chimici fino a quelli biologici quali la forza ionica 
(Brackett et al., 1982), il fluido follicolare (Fukui et al., 1983), l’eparina 
(Parrish et al., 1984) ed altri ancora come la caffeina, il bicarbonato e 
l’adenosina (Breininger et al., 2010). Il metodo d’elezione rimane, ancora 
oggi, l’impiego di eparina in presenza di Ca++ extracellulare. Inoltre, 
affinché si inneschi la capacitazione spermatica, è necessario l’efflusso di 
colesterolo dalla membrana plasmatica dello spermatozoo. A tal proposito, 
l’albumina sierica bovina (BSA) può essere aggiunta al terreno di 
fecondazione perché funge da accettore di colesterolo. Per l’IVF si può 
utilizzare sia seme fresco che congelato a seconda dell’esperimento e delle 
possibilità del centro; il seme congelato però deve essere lavorato prima di 
co-incubarlo con i gameti femminili (Galli et al., 1996; Henkel et al., 2003). 
Questa manipolazione del seme congelato è fondamentale almeno per due 
motivi: l’eliminazione dei crioprotettori, importanti per la crioconservazione 
ma allo stesso tempo tossici a temperatura ambiente, e la separazione degli 
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spermatozoi vivi da quelli morti. Le tecniche attualmente in uso nei 
laboratori di produzione embrionale per la preparazione del seme sono molte 
e tra queste possiamo includere lo swim-up, i gradienti percoll e il semplice 
lavaggio in centrifuga (Machado et al., 2009); non c’è una sostanziale 
differenza nella percentuale di oociti fecondati (Dode et al., 2002) e nella 
successiva resa embrionale, intesa come quantità e qualità degli embrioni 
prodotti (Avery et al., 1995). Di questi tre, il più utilizzato a livello 
mondiale, data la sua praticità e perché risente in minor misura dell’effetto 
toro, è il protocollo dei gradienti percoll (Cesari et al., 2006). Quest’ultimo 
è però meno selettivo dello swim-up, perché non in grado di selezionare gli 
spermatozoi vivi mobili da quelli non mobili. La concentrazione della dose 
fecondante da utilizzare normalmente nella specie bovina è di 106 per ml, 
ma può variare in base alla qualità del seme utilizzato; quindi, prima di poter 
utilizzare un nuovo toro, è necessario testare diverse concentrazioni del 
seme e scegliere quella che ha dato le percentuali più alte di fecondazione 
con il più basso grado di polispermia. Inoltre, oltre ad aggiungere l’agente 
capacitante al terreno di fecondazione vengono aggiunte delle sostanze che 
hanno la capacità di migliorare la motilità e la capacità fecondante del seme 
come, ad esempio, il complesso penicillamina, ipotaurina ed epinefrina. La 
penicillamina quando usata in presenza di epinefrina è in grado di aumentare 
la percentuale di spermatozoi che vanno incontro alla reazione acrosomiale 
(Monaco, 2007). L’ipotaurina, aumenta la motilità spermatica e, in 
combinazione con l’adrenalina, è responsabile di un aumento della 
percentuale di penetrazione oocitaria (Monaco, 2007). Negli ultimi anni per 
cercare sempre di più di mimare l’ambiente tubarico, si è iniziato a produrre 
dei media definiti continui, perché la base del terreno dalla fecondazione alla 
fine della coltura è uguale ma i substrati energetici e gli ioni cambiano man 
mano che l’embrione si sviluppa. Il terreno più comunemente utilizzato, nei 
protocolli che utilizzano terreni diversi, per l’IVF è il “Tyrode’s modified 
medium” (Talp; Parrish et al., 1984) con l’aggiunta di bicarbonato di sodio 
e substrati energetici mentre il Synthetic Oviductal fluid (SOF) è quello 
utilizzato in quei protocolli che utilizzano la stessa base per fecondazione e 
coltura nei protocolli dinamici. Lazzari et al. (1999) hanno messo a 
confronto il Talp con il SOF ed è risultato che la qualità degli embrioni al 
giorno 7 era significativamente superiore per gli oociti che erano stati 
fecondati in SOF supplementato con aminoacidi essenziali (EAA) e non 
(NEAA), glutammina e glicina. Tra i fattori che possono condizionare l’IVF 
ricordiamo la competenza degli oociti, la presenza delle cellule del cumulo, 
il tempismo nell’intervento fecondativo, la concentrazione spermatica, la 
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proporzione oociti-spermatozoi, la durata di co-incubazione dei gameti e, 
ovviamente la qualità del seme utilizzato. A quest’ ultimo riguardo, è noto 
che i tori differiscono tra loro per la capacità di fecondare gli oociti in vitro 
(Hillery et al., 1990;Shi et al., 1990); è stato osservato che una certa 
percentuale di tori (<5%) ha delle performance veramente molto basse anche 
dopo iniezione intracitoplasmatica di sperma (Wei e Fukui, 1999). Inoltre è 
sicuramente da sottolineare l’importanza delle cellule del cumulo, in quanto 
è stato dimostrato che sia il cleavage che lo sviluppo embrionale successivo 
risultano nettamente inferiori in assenza di queste. Ward et al., (2002) hanno 
riportato che nel bovino l’optimum, inteso come il tempo sufficiente di co-
incubazione dei gameti per la massima resa embrionale, è di 10 h e simili 
risultati sono stati ottenuti poi da altri autori (Long et al., 1994; Rehman et 
al., 1994). Nella specie bovina, le variazioni di fertilità tra i singoli tori 
nonché tra i diversi eiaculati del toro stesso sono stati segnalati sia per l’ IS 
che per l’IVF (Hillery et al., 1990; Shi et al., 1991; Otoi et al., 1993; 
Kreysing et al., 1997; Zhang et al., 1999; Palma e Sinowatz, 2004; Alomar 
et al., 2006). Non è detto che un toro che presenti i migliori requisiti 
morfologici e genetici abbia un seme altamente fertile, o che la sua fertilità 
sia uguale in campo come in vitro. Questo problema è fortemente limitante 
nei rapporti tra laboratori di produzione embrionale ed i privati; 
normalmente l’allevatore sceglie il seme su cataloghi che presentano tutte le 
caratteristiche della progenie ma, difficilmente sono riportate le percentuali 
di fertilità in vitro. Inoltre, è importante sottolineare che anche tutte le 
procedure del processo di crioconservazione (diluizione, raffreddamento, 
congelamento/scongelamento) degli spermatozoi possono influenzare 
negativamente la qualità del materiale seminale alterando la funzionalità 
spermatica e riducendo la capacità fecondante (Aziz et al. 2004). Gli 
spermatozoi sono molto vulnerabili allo stress ossidativo indotto dalla 
crioconservazione a causa del limitato sistema di protezione antiossidante 
intrinseco e dell'alto contenuto di acidi grassi polinsaturi nella membrana 
plasmatica (Aitken et al., 2016). Lo stress ossidativo causa la 
frammentazione del DNA spermatico e il danneggiamento delle proteine e 
dei lipidi nella membrana plasmatica dello spermatozoo (Aitken et al., 
2014). Inoltre lo stress indotto dai radicali liberi dell’ossigeno indice la 
capacitazione, la reazione acrosomiale e l’apoptosi limitando di fatto la 
capacità fecondante degli spermatozoi (Agarwal et al., 2003, Aitken et al., 
2016). Ad oggi, sono state sviluppate diverse strategie per ridurre il danno 
mediato dai radicali liberi agli spermatozoi (Bucak et al., 2007, Bucak et al., 
2009). Tra questi, l'aggiunta esogena di antiossidanti sotto forma di enzimi, 
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vitamine e aminoacidi agli extender è stata sperimentata in diversi studi per 
migliorare la qualità post-scongelamento degli spermatozoi di bovino 
(Bucak et al., 2007, Gadea et al., 2008), cinghiale (Uysal et al., 2007), suino 
(Gadea et al., 2005, Satorre et al., 2007, Funahashi and Sano, 2005) e bufalo 
(Longobardi et al. 2017a, 2017b). 
 
1.3.4 Coltura in vitro 
 
L’attivazione della cellula uovo consiste in una serie di eventi successivi alla 
fecondazione che hanno lo scopo di preparare la cellula stessa ad iniziare la 
sua attività di zigote. Lo sviluppo embrionale è un processo estremamente 
complesso che avviene sotto lo stretto controllo del patrimonio genetico ma 
che è anche influenzato da fattori ambientali. Infatti, affinché vi sia una 
corretta progressione degli eventi è necessario che ad ogni singolo stadio 
l’embrione trovi le opportune condizioni che ne permettano la progressione 
verso lo stadio successivo. L’embriogenesi nella fase del pre-impianto 
consta di due fasi: precoce e tardiva. Nella prima fase gli embrioni, che si 
trovano nell’ovidutto, sono entità indifferenziate, non vascolarizzate, che si 
dividono ripetutamente senza, però, mostrare accrescimento (Turner et al., 
1992). In questa fase, gli embrioni non sono sensibili ad ormoni ed a fattori 
di crescita e sono sotto il controllo genetico materno poiché non si è ancora 
attivato il genoma embrionale (Tesarik, 1993). L’ambiente uterino si 
modifica gradualmente per poter accogliere l’embrione che vi giunge, dopo 
le sue prime divisioni cellulari nell’ovidutto, dove permane mediamente per 
3-5 giorni, superando la giunzione utero tubarica. Prima del passaggio 
dell’embrione in utero, i livelli ematici di progesterone si innalzano come 
conseguenza del progredire del processo di luteinizzazione e, sotto l’influsso 
di questo ormone, l’endometrio si prepara a ricevere l’embrione (Stabenfeldt 
and Edquvist, 2002). Nella fase tardiva di sviluppo, che coincide con il 
passaggio nell’utero, invece, gli embrioni non sono più elementi 
indifferenziati, in quanto si osserva la formazione del primo epitelio 
embrionale, il trofectoderma, e del nodo embrionale. Inoltre, in questa fase 
gli embrioni si accrescono e sono più responsivi agli ormoni e ai fattori di 
crescita. Il controllo genetico dello sviluppo si attribuisce al genoma 
embrionale e l’attività metabolica aumenta notevolmente con l’evolversi, 
fino allo stadio di blastocisti. Ad oggi molti studi sono stati effettuati per 
ottimizzare il sistema di coltura in vitro e nonostante sia possibile coltivare 
in vitro embrioni di diverse specie fino allo stadio trasferibile, allo stato 
attuale l’ambiente materno rimane insostituibile. È noto che il fattore 
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principale che determina la resa in blastocisti è la qualità dell’oocita, tuttavia 
la composizione dei media di coltura in vitro, in cui sono esposti gli 
embrioni dopo la fecondazione, può influenzare la qualità dell’embrione 
(Abe et al., 2002; Rizos et al., 2003). Le condizioni di coltura inadeguate si 
ripercuotono negativamente anche sugli eventi post-impianto, infatti gli 
embrioni prodotti in vitro rispetto a quelli in vivo sono meno vitali e meno 
resistenti alla crioconservazione e mostrano differenze sia a livello cellulare 
(Boni et al., 1999) sia a livello di espressione genica (Miles et al., 2008). 
Negli ultimi cinquant’anni, sono stati sviluppati numerosi protocolli che 
includono vari tipi di co-colture così come sistemi privi di cellule e 
procedure di coltura in vivo nell’ovidutto di pecora (Galli and Lazzari 1996; 
Eyestone et al., 1987). In quest’ultimo caso, la qualità degli embrioni è 
risultata paragonabile a quella degli embrioni ottenuti con i programmi 
MOET, confermando che l'ovidutto ovino fornisce un sito adeguato per la 
coltura embrionale; tuttavia questa tecnica è risultata essere poco pratica, 
dispendiosa e poco accettabile da un punto di vista etico. Inoltre, Gandolfi 
and Moor (1987) impiegarono per la prima volta con successo nell’IVC 
ovina e suina sistemi di co-coltura utilizzando monostrati di cellule 
oviduttali. L’introduzione delle co-colture di embrioni con cellule somatiche 
è stata una tappa importante perché ha permesso di superare il problema 
dell’arresto dello sviluppo embrionale bovino a 8-16 cellule (Eyestone et al., 
1989). Tuttavia, diversi sono gli svantaggi di questo sistema poiché richiede 
la gestione di cellule soggette a variazioni biologiche ed implica l’uso di 
terreni complessi, che non permettono ai ricercatori di avere un sistema di 
coltura definito che faciliti lo studio della fisiologia embrionale. Una svolta 
importante, nel campo della produzione embrionale in vitro, è stata data 
dalla formulazione del primo medium di coltura semi-definito, il SOF 
(Keskintepe et al., 1995; Tervit et al., 1972), che ha consentito di ottenere 
numerosi successi nella coltura in vitro di embrioni bovini ed ovini. È ormai 
diventato evidente che per migliorare il sistema di coltura in vitro, è 
necessario basarsi sulle caratteristiche dell’ambiente tubarico per formulare 
dei sistemi di coltura in vitro definiti. È noto che non tutti i componenti 
presenti in un terreno di coltura sono necessari per lo sviluppo embrionale 
che può avvenire ugualmente per la capacità che ha l’embrione di adattarsi 
a condizioni non fisiologiche, anche se a scapito della vitalità. Ad esempio, 
l’assenza di aminoacidi nel media di coltura porta comunque allo sviluppo 
completo dell'embrione dallo zigote alla blastocisti e alla nascita di vitelli 
dopo trasferimento embrionale (Whitten e Biggers, 1968; Whittingham, 
1971; Fissore et al., 1989). Pertanto, gli amminoacidi non possono essere 
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classificati come componenti assoluti di un terreno di coltura degli embrioni. 
Inoltre, gli embrioni all'interno del tratto femminile sono esposti a una 
varietà di macromolecole, come l'albumina e i glicosaminoglicani. 
L'albumina è la proteina più abbondante nel tratto femminile (Leese, 1988) 
e svolge un ruolo fondamentale eliminando gli effetti delle tossine ed è 
importante anche per la pressione osmotica colloidale (Palasz et al., 2000). 
In vitro l’albumina può essere sostituita dai glicosaminoglicani ialuronidati 
(acido ialuronico; Gardner et al., 1999), che insieme ai proteoglicani sono 
importanti componenti del liquido oviduttale. Inoltre, l’aggiunta di acido 
ialuronico nel terreno di coltura è stata associata al mantenimento della 
struttura embrionale e ad un aumento della criotolleranza degli embrioni in 
varie specie, quali la pecora, la vacca, la bufala, il topo e l’uomo (Gardner 
et al., 1999; Stojkovic et al., 2002; Lane et al., 2003; Balaban e Urman, 2005; 
Palasz et al., 2006, Boccia et al., 2012). Una variazione (per eccesso o per 
difetto) entro certi range delle concentrazioni degli ioni, invece, non viene 
avvertita come tossica, mentre una variazione della concentrazione delle 
macromolecole può essere fatale per lo sviluppo embrionale (McEvoy et al., 
1997; Gardner et al., 2004; He et al., 2007). Nel tratto riproduttivo femminile 
l'embrione è in contatto con le cellule epiteliali dell’ovidutto e dell'utero ed, 
essendo un ambiente molto dinamico, queste cellule epiteliali modificano 
costantemente l'ambiente in cui l'embrione è esposto e sono anche in grado 
di rimuovere le tossine e i cataboliti prodotti dall’embrione attraverso la 
circolazione materna, come lo ione ammonio, noto per essere tossico per le 
colture embrionali (McEvoy et al., 1997; Gardner et al., 2004; He et al., 
2007). Inoltre, nel tratto femminile sono presenti carboidrati (Gardner et al., 
1996; Harris et al., 2005) e aminoacidi (Harris et al., 2005; Hugentobler et 
al., 2007), coinvolti nella regolazione e nella produzione di energia durante 
lo sviluppo embrionale. È noto che il fabbisogno energetico varia in 
funzione dello stadio di sviluppo dell’embrione; infatti, il glucosio fonte 
energetica delle cellule somatiche di mammifero, può essere dannoso per gli 
embrioni di diverse specie durante le fasi di divisione precoce (Schini e 
Bavister, 1988; Seshagiri e Bavister, 1989; Thompson et al., 1992. Kim et 
al., 1993; Gutierrez-Ad'an et al., 2001; Larson et al., 2001; Peippo et al., 
2001; Scott e Whittingham, 2002; Kwun et al., 2003), mentre è necessario 
nella fase tardiva. Nella fase di attivazione del genoma embrionale fino allo 
stadio di blastocisti, infatti, il glucosio è la principale fonte di energia per la 
compattazione e blastulazione (Gardner, 1998; Khurana e Niemann, 2000), 
mentre il piruvato e il lattato sono le principali fonti di energia dallo stadio 
di 8 cellule fino a quello di 16 cellule (Leese e Barton, 1984). Un altro 
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fattore, che incide sulla resa embrionale è l’effetto di gruppo perché quando 
i presunti zigoti sono coltivati in gruppo secernono fattori embriotrofici, che 
agiscono in modo autocrino-paracrino (Gardner e Lane, 2000) e che 
influiscono positivamente sullo sviluppo embrionale rispetto agli embrioni 
coltivati individualmente (Hendriksen et al., 1999; Gardner e Lane, 2000). 
Inoltre, numerosi studi hanno dimostrato che gli embrioni di bovini prodotti 
in vitro differiscono da quelli in vivo. Queste differenze includono la 
cronologia di sviluppo, le alterazioni morfologiche (Boni et al., 1999), il 
metabolismo (Khurana e Niemann, 2000), l'integrità della zona pellucida 
(Duby et al., 1997), la criotolleranza (Leibo e Loskutoff, 1993), 
l’espressione genica (Niemann e Wrenzycki, 2000) e le percentuali di 
gravidanza (Hasler, 2000). Gli embrioni prodotti in vitro si sviluppano più 
lentamente rispetto a quelli in vivo, (Grisart et al., 1994; Hyttel et al., 1989) 
e le morule prodotte in vitro hanno un minore grado di compattazione, un 
aspetto granuloso ed un ridotto spazio perivitellino (Van Soom et al., 1992). 
Inoltre le blastocisti sviluppate in presenza di siero sono più scure per la 
presenza di granuli e gocce lipidiche. L’accumulo dei lipidi è probabilmente 
imputabile ad un’insufficiente funzione mitocondriale; sembra, infatti, che 
l’attività mitocondriale sia parzialmente compromessa negli embrioni in 
vitro (Monaco, 2007) che hanno anche una minore resistenza al 
congelamento/scongelamento rispetto a quelli prodotti in vitro. È stato 
dimostrato ampiamente che queste differenze sono dovute alle modalità di 
coltura in vitro; infatti, migliorando i sistemi di coltura si potrebbe 
aumentare la criotolleranza degli embrioni. Nonostante i progressi ottenuti 
in questo campo, le percentuali di gravidanza dopo trasferimento di questi 
embrioni sono inferiori (Hasler et al., 1995; Looney et al., 1994).  
Pertanto, ottimizzare il sistema di coltura in vitro è un’esigenza poiché un 
sistema di coltura sub-ottimale comporta una minore vitalità degli embrioni 
prodotti e, di conseguenza, peggiore resistenza al congelamento, elevata 
incidenza di riassorbimenti embrionali e morte fetale. Ciò è dovuto al fatto 
che questi sistemi colturali non riescono a mimare l’ambiente 
tubarico/uterino, perché come precedentemente detto, in natura l’ambiente 
in cui si sviluppa l’embrione è in continua trasformazione e si adatta 
rispondendo ai mutamenti creati dall’embrione; c’è un rapporto diretto tra 
l’ambiente e l’embrione nello scambio di nutrienti e cataboliti e questo fa sì 
che non ci sia un accumulo di entrambi. La possibilità di potenziare gli 
attuali sistemi di IVEP, con il conseguente ottenimento di embrioni di 
migliore qualità, consente di incrementare l’efficienza delle tecniche di 
crioconservazione embrionale, requisito fondamentale affinché tali 
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procedure abbiano successo. Proprio per questo motivo la vitalità degli 
embrioni dopo congelamento/scongelamento viene spesso presa come 
parametro di riferimento per valutare l’efficienza di un laboratorio di 
produzione embrionale in vitro. 
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2.1 La Crioconservazione 
 
I primi esperimenti di crioconservazione risalgono al 1776 quando fu 
osservato che era possibile conservare la motilità spermatica esponendo 
spermatozoi umani a basse temperature (Van der Elst et al., 1997). Nel 1949 
furono utilizzati i primi crioprotettori, come il glicerolo, per crioconservare 
seme di pollo (Polge et al., 1949). Nel 1953, si ottenne uno sviluppo 
embrionale a termine dopo la fecondazione di oociti utilizzando seme 
umano congelato, su ghiaccio secco, e scongelato (Sherman e Bunge, 1953). 
Nel 1964, Perloff et al. riportarono la prima gravidanza ottenuta utilizzando 
seme umano congelato con glicerolo e vapori di azoto liquido. Da allora 
molti studi sono stati svolti al fine di sviluppare nuovi metodi per preservare 
il materiale biologico dai danni del congelamento.  
La crioconservazione permette di bloccare i processi metabolici della cellula 
che viene congelata e stoccata a -196 °C in azoto liquido (LN2), una 
temperatura considerata ideale per lo stoccaggio di materiale biologico. È 
noto che a temperature più alte (-136°C) la vitalità cellulare decresce durante 
la conservazione a lungo termine. Queste temperature, infatti, sono idonee 
per lo stoccaggio di sospensioni microbiche o di colture di tessuti di 
mammifero, in cui una riduzione della vitalità  
può essere accettabile dato l’elevato numero di cellule utilizzate, mentre 
risultano inadeguate per la crioconservazione di embrioni, oociti e 
spermatozoi. Solitamente il congelamento delle singole cellule è più 
semplice da un punto di vista criobiologico; gli spermatozoi, gli oociti 
rappresentano però un’eccezione poiché sono molto sensibili allo stress da 
freddo, a causa della loro struttura altamente specializzata. Gli embrioni e i 
gameti hanno comunque la capacità di autoripararsi completamente o anche 
solo parzialmente dai danni subiti, in modo da non bloccare lo sviluppo. 
Mediante le tecniche di crioconservazione è possibile interferire con la 
normale fisiologia cellulare e bloccare il tempo biologico, con la possibilità 
di poter conservare per tempi illimitati sia cellule germinali che embrioni. 
Tuttavia la procedura di crioconservazione determina una serie di danni che 
variano in base all’intervallo di temperature che le cellule attraversano: 
 
- A temperature comprese tra +15 e -5 °C, il danno maggiore si ha a carico 
delle gocce lipidiche citoplasmatiche e dei microtubuli (Aman e Parks, 
1994; Leibo et al.,1996; Zenzes et al., 2001). Il danno ai microtubuli è 
reversibile, mentre quello alla gocce lipidiche è di natura irreversibile; 
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infatti, si ha una maggiore incidenza di morte cellulare negli oociti e negli 
embrioni che  contengono molti lipidi. 
- A temperature comprese tra -5 e -80 °C, il maggiore danno che si può avere 
è la formazione dei cristalli di ghiaccio sia a livello extracellulare ma ancor 
di più a livello intracellulare. 
- A temperature comprese tra -50 e -150 °C i danni che si possono avere 
maggiormente sono quelli meccanici, ad esempio, la rottura della zona 
pellucida o del citoplasma. 
La fase meno pericolosa di tutta la procedura di crioconservazione è lo 
stoccaggio al di sotto dei -150 °C; in questo caso il danno che si verifica più 
frequentemente è imputabile ad uno scongelamento accidentale in cui 
l’impossibilità di controllare la discesa termina può indurre danni al DNA 
(Rall, 2001).  
La crioconservazione è considerata uno strumento ottimale per accelerare la 
diffusione in campo delle biotecnologie riproduttive. Ad esempio, la 
crioconservazione del seme ha dato un impulso notevole alla diffusione 
dell’IS, che oggi viene utilizzata in modo routinario nella maggior parte 
delle aziende. È stato dimostrato che spermatozoi bovini crioconservati per 
più di 50 anni non hanno mostrato una significativa riduzione della vitalità, 
né alterazioni di tipo mutagenico (Elder e Brian, 2000). Per quanto riguarda 
la crioconservazione degli oociti, nonostante numerosi studi siano stati 
effettuati a partire dalla metà del secolo scorso, tuttora non si è riusciti a 
trovare una tecnica adeguata alla loro crioconservazione. Il vantaggio di 
ottimizzare le tecniche di crioconservazione degli oociti potrebbe essere 
quello di avere a disposizione una maggiore quantità di materiale germinale 
da utilizzare per l’IVEP e/o altre micromanipolazioni cellulari, dalle 
semplici prove di penetrazione spermatica alle tecniche più complicate di 
ingegneria genetica e clonazione. Inoltre, mettere a punto un metodo 
efficace di crioconservazione degli oociti sarebbe fondamentale se si 
considera la ristretta fase fertile degli oociti di mammifero. In campo umano, 
ad esempio, il perfezionamento della tecnica di crioconservazione potrebbe 
permettere a molte donne, che per svariati motivi hanno perso la funzionalità 
delle gonadi, di ristabilire l’attività riproduttiva, evitando i problemi etici e, 
in alcuni Paesi i vincoli legislativi, legati alla crioconservazione embrionale. 
La possibilità di crioconservare gli embrioni ha, d’altro canto, contribuito 
alla diffusione della tecnologia dell’ET, sia nella specie bovina che in altre 
specie domestiche. La conservazione degli embrioni per tempi illimitati 
permette di superare le problematiche che ostacolano l’applicazione 
commerciale delle procedure di ET, ad esempio la necessità di pianificare 
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gli interventi di trasferimento embrionale, in modo da ridurre i costi, e la 
scarsa disponibilità di animali riceventi. 
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2.2 Fisica della crioconservazione 
 
Il processo di crioconservazione è in grado di rallentare o arrestare alcune 
reazioni biochimiche, ma anche di accelerarne delle altre. Quando i gameti 
e gli embrioni di mammifero vengono sottoposti a temperature che vanno al 
di sotto dello zero e, quindi, vengono sottoposti ad una condizione non-
fisiologica, il meccanismo di difesa che riescono a mettere in atto è 
inappropriato ed insufficiente. Inoltre, l’acqua che si solidifica dopo il 
congelamento risulta letale nonostante sia un elemento essenziale allo stato 
liquido, sia per la struttura che per la funzione delle cellule viventi. Durante 
i processi di congelamento il pericolo maggiore per le cellule non è 
rappresentato dallo stoccaggio a temperature molto basse, ma dal passaggio 
della zona intermedia di temperatura critica (tra +15 °C e -5 °C ) che si ha 
sia durante la fase di raffreddamento, che durante quella di riscaldamento 
(Dobrinsky, 1996; Martino et al., 1996a; Isachenko et al., 1998; Zeron et al., 
1999). Una volta arrivati a –196 °C le reazioni chimiche non possono avere 
luogo, poiché non c’è energia termica a sufficienza. Questo accade perché 
l’acqua, al di sotto di –130 °C, non esiste allo stato liquido, ma solo allo 
stato cristallino o vitreo, dove la viscosità è talmente alta da limitare 
fortemente la diffusione delle molecole. Ci sono alcuni concetti 
fondamentali che vanno presi in considerazione, vista l’importante funzione 
dell’acqua e dei cambiamenti di stato che essa subisce durante tutto il 
processo di crioconservazione, che sono responsabili dei danni letali che si 
verificano nelle cellule. Partiamo dal superaffreddamento e cioè la capacità 
di una soluzione acquosa di raffreddarsi al di sotto del proprio punto di 
congelamento senza cambiare stato, cioè senza passare dallo stato liquido a 
quello solido. In questo caso, se si tocca la soluzione acquosa o l’acqua con 
un cristallo o con un oggetto metallico parte il processo di cristallizzazione 
e la temperatura ritorna immediatamente al punto di congelamento. Questo 
processo viene chiamato “seeding”, e viene di solito usato per avere un 
congelamento controllato manualmente. Il seeding può essere indotto dalle 
particelle presenti nel medium o dalla vibrazione meccanica di superfici. 
Questo è un fenomeno che si verifica nell’atmosfera. L’acqua e le soluzioni 
acquose tendono a raffreddarsi al di sotto del punto di fusione prima che 
inizi la formazione del ghiaccio. Ciò è facilmente comprensibile se si tiene 
conto del fatto che, anche se il punto di fusione del ghiaccio è 0 °C, la sua 
formazione può avvenire a temperatura al di sotto dello zero e l’acqua può 
essere raffreddata fino a -40°C prima che si formi il nucleo di ghiaccio ma 
ciò può avvenire solo in condizioni molto controllate. Dopo l’attivazione del 
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processo di formazione del ghiaccio, la temperatura risale nuovamente fino 
al punto di fusione, per rimanere relativamente costante durante il 
successivo cambiamento di fase in ghiaccio (plateau di calore latente), e poi 
scendere rapidamente alla temperatura dell’ambiente. La tendenza di un 
sistema a superaffreddarsi può essere influenzata da vari fattori, come la 
temperatura, la purezza delle particelle, il volume, la velocità di 
congelamento. Il fenomeno del superaffreddamento, nei processi di 
crioconservazione delle cellule e dei tessuti riproduttivi, si verifica molto 
spesso. Si potrebbero evitare gli effetti dannosi del superaffreddamento 
effettuando il seeding quando si congelano le cellule, in particolare, gli 
embrioni. Infatti, Mazur nel 1984 dimostrò in diversi esperimenti che la 
formazione controllata del ghiaccio è un fattore fondamentale per la vitalità 
degli embrioni dopo congelamento/scongelamento, poiché campioni che 
venivano enucleati ad una temperatura inferiore a -9 °C erano meno vitali di 
quelli in cui l’enucleazione veniva effettuata a temperature di -5 e -7°C. Per 
questo motivo, durante il congelamento lento, le paillette di solito sono 
raffreddate fino alla temperatura di -7°C, temperatura che viene mantenuta 
fino al raggiungimento dell’equilibrio termico, e dopo, toccando 
esternamente la paillette con delle pinze raffreddate in azoto liquido, si 
induce la formazione del ghiaccio. A questo punto la temperatura della 
paillette aumenta fino al punto di fusione della soluzione e, dopo la 
formazione di ghiaccio, ritorna, ad una velocità di 2.5°C/min a -7°C. Questo 
processo consente di ottenere la disidratazione cellulare, importante per 
ridurre al minimo i danni da freddo che dipendono dalla formazione dei 
cristalli di ghiaccio. Quindi il processo del superaffreddamento fa in modo 
che, fino alla temperatura di -5 °C, sia le cellule che il medium che le 
circonda non congelano, questo grazie alla presenza di crioprotettori 
all’interno dei terreni che abbassano il punto di fusione. Infatti, solo al di 
sotto dei -5 °C inizia la formazione del ghiaccio nel medium extracellulare, 
mentre le cellule rimangono superaffreddate, probabilmente per effetto della 
membrana plasmatica che blocca la crescita dei cristalli di ghiaccio nel 
citoplasma. Durante le procedure di congelamento, per far si che la dinamica 
del congelamento segua questo percorso, le cellule sono esposte a soluzioni 
ipertoniche crescenti, per favorire la disidratazione della cellula e, quindi, 
far uscire l’acqua dall’interno all’esterno della cellula ed evitare la 
formazione di cristalli di ghiaccio intracellulare, che può verificarsi sia 
prima sia, in parte, dopo l’inizio dell’enucleazione del ghiaccio. Inoltre, è 
fondamentale avere una giusta velocità di raffreddamento per ottenere una 
buona disidratazione cellulare; ciò consente alla cellula di stabilire un 
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equilibrio con la soluzione esterna. In questo modo la soluzione esterna 
congela prima del medium all’interno della cellula grazie all’effetto 
protettivo delle membrane. Una buona disidratazione si ottiene anche grazie 
all’ambiente ipertonico che si viene a creare all’esterno della cellula, 
consentendo un flusso d’acqua dall’interno verso l’esterno della cellula. 
Invece, una velocità di raffreddamento molto bassa causerebbe una 
eccessiva disidratazione cellulare e una concentrazione intracellulare dei 
soluti molto alta disturbando l’equilibrio. In questi casi la morte cellulare 
può essere causata dai lunghi periodi di esposizione alle condizioni 
ipertoniche e dalla tossicità dei crioprotettori (CP). Invece, con una velocità 
di congelamento troppo alta non ci sarebbe tempo sufficiente ad ottenere 
una disidratazione adeguata, e si formerebbero cristalli di ghiaccio con esiti 
letali per le strutture. Pertanto, nei processi di crioconservazione, la velocità 
di congelamento ottimale deve essere la più alta possibile alla quale non si 
verifichi la formazione di ghiaccio intracellulare. Una velocità di 
congelamento ottimale è stata riconosciuta per diversi tipi cellulari, ma non 
è ancora stata ancora trovata per le cellule riproduttive. Durante la fase di 
scongelamento le cellule congelate attraversano le stesse fasi prima 
descritte, ma nell’ordine invertito. Il campione congelato comincia a 
fondere, i CP e l’acqua, per le caratteristiche ipertoniche del mezzo in cui si 
trovano, si spostano nella parte extracellulare attraverso le membrane 
cellulari e proprio in questa fase, prima che si compia la completa fusione 
del campione, è possibile la formazione dei cristalli di ghiaccio 
intracellulare. È stato visto che rapide velocità di scongelamento risultano 
migliori di quelle lente, poiché limitano i danni che si possono verificare nel 
passaggio dallo stato solido a quello liquido. Quindi, le procedure di 
scongelamento convenzionali consistono nel mettere a contatto la paillette 
con l’aria per 40 secondi, in modo da far risalire la temperatura fino a -50°C, 
e poi il trasferimento in acqua calda a 30°C per 1 minuto circa. 
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2.3 I Media di Congelamento 
 
I crioprotettori sono sostanze che hanno la capacità di proteggere le cellule 
e ridurre al minimo i danni provocati dalle fasi di congelamento e 
scongelamento. Vengono aggiunti ai terreni di congelamento per migliorare 
la sopravvivenza cellulare. 
I crioprotettori (CP) possono essere di tre tipi (Cean et al., 2011): 
1. CP permeabili a basso peso molecolare (metanolo, glicole etilenico (EG), 
1,2-propandiolo, dimetilsulfossido (DMSO), 2,3-butandiolo, glicerolo e 
altri alcooli;  
2. CP non permeabili a basso peso molecolare (galattosio, glucosio, 
saccarosio, trealosio e altri zuccheri;  
3. CP non permeabili ad alto peso molecolare, > di 50.000 Da 
(polivinilpirrolidone, polivinil alcool, amido idrossietilico, ialuronato di 
sodio e altri polimeri). 
I CP permeabili a basso peso molecolare sono piccole molecole che 
permeano facilmente le membrane cellulari, formano legami idrogeno con 
molecole d'acqua e prevengono la formazione di cristalli di ghiaccio. Essi 
giocano un ruolo importante nella crioconservazione perché proteggono la 
cellula dagli effetti della soluzione rimpiazzando per osmolarità l’acqua 
all’interno delle cellule, prima del congelamento. Inoltre i CP permeabili 
combinati con una velocità di congelamento  
bassa e controllata, sono in grado di diminuire i cambiamenti del volume 
cellulare e ridurre al minimo la formazione di cristalli di ghiaccio all’interno 
della cellula.  
I CP non permeabili a basso peso molecolare, invece, hanno la capacità di 
provocare una disidratazione delle cellule prima del congelamento, che 
comporta una diminuzione della formazione dei cristalli di ghiaccio. È 
necessario però che questi CP vengano combinati con i crioprotettori 
permeabili per svolgere la loro funzione durante il congelamento. I CP non 
permeabili giocano un ruolo importante anche durante la fase di 
scongelamento. Infatti, la pressione osmotica extracellulare diminuisce 
rapidamente durante lo scongelamento e può verificarsi uno shock osmotico 
se non si utilizza un adeguato crioprotettore. I CP ad alto peso molecolare, 
proteggono le cellule durante il congelamento/scongelamento modificando 
la forma e la grandezza dei cristalli di ghiaccio in modo da non renderli 
dannosi, stabilizzando le strutture intracellulari e le membrane. I CP 
permeabili a basso peso molecolare più comunemente usati sono il glicerolo, 
il DMSO e l’EG (Brake e Niemann, 1995). I diversi CP e le loro diverse 
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proprietà suggeriscono che ciascuno protegge le cellule contro i danni da 
congelamento in maniera specifica, quindi una combinazione adeguata di 
crioprotettori potrebbe fornire una protezione più efficace. 
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2.4 Principali tecniche di crioconservazione 
 
Diversi sono i metodi oggi utilizzati per la crioconservazione; fin dagli anni 
’60, quando si iniziarono a riscontrare i primi successi nel campo della 
crioconservazione di embrioni, furono considerati due gruppi di metodi, il 
congelamento lento, in presenza di equilibrio, ed il congelamento rapido e 
la vitrificazione, quest’ultimi in assenza di equilibrio. La differenza 
principale tra questi due gruppi è l’utilizzo dei CP e la fase di 
raffreddamento, la fase di scongelamento e la reidratazione, cioè la 
rimozione dei CP (Cean et al. 2011). 
 
2.4.1 Il congelamento lento 
 
Il congelamento lento è la tecnica con cui la maggior parte degli embrioni 
di mammifero, compreso l’uomo, sono stati congelati. Questa metodica 
viene eseguita con tecniche convenzionali di equilibrio, usando CP 
permeabili a lenta diffusione (EG, glicerolo, DMSO e PG), raffreddamento 
lento controllato con una velocità di 0.3/1°C al minuto e velocità di 
riscaldamento relativamente rapide (250°C al minuto). In questa procedura 
i danni tossici ed osmotici, causati dalla concentrazione relativamente bassa 
delle soluzioni dei crioprotettori, sono limitati, ma si assiste alla formazione 
dei cristalli di ghiaccio; quindi sono necessari ulteriori accorgimenti per  
minimizzare i danni. La bassa velocità di questa procedura permette gli 
scambi tra i fluidi extra ed intracellulari senza gravi effetti osmotici e, 
quindi, senza deformazione del volume delle cellule; è, d’altra parte, proprio 
da questa caratteristica che deriva l’altro nome della metodica: 
congelamento con equilibrio. Ai fini della sopravvivenza post-
scongelamento, fondamentale risulta la corretta esecuzione di ogni 
passaggio che mira a ridurre al minimo i danni ed a preservare le funzioni 
cellulari durante la procedura. Per limitare i danni, soprattutto determinati 
da velocità di congelamento inadeguate, con il congelamento lento è 
necessario l’impiego di macchine programmate che consentano una 
graduale discesa della temperatura. Questa esigenza incide chiaramente sui 
costi e anche sul tempo necessario richiesto per l’intera procedura di 
crioconservazione.  
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2.4.2 Il congelamento rapido 
 
Quando si mettono in atto quelle procedure di crioconservazione in cui le 
velocità di congelamento utilizzate sono molto alte, e le cellule e i tessuti 
non sono in equilibrio con le alte concentrazioni di CP permeabili e non 
permeabili, si parla di congelamento rapido o congelamento in assenza di 
equilibrio. Durante questa procedura l’utilizzo delle alte concentrazioni di 
CP causa una disidratazione cellulare repentina e la fase di equilibrio risulta 
assente perché il congelamento avviene prima. Con questa tecnica, le cellule 
parzialmente disidratate sono congelate utilizzando alte velocità di 
congelamento di circa 1250 °C/minuto. La caratteristica principale che si 
evidenzia nella crioconservazione con il congelamento rapido è l’utilizzo di 
una miscela di CP composta da una soluzione 2-4.5 M di un CP permeabile 
e 0.25-0.5 M di un CP non permeabile (Rayos et al., 1992; Takashi et al., 
1992; Shaw et al., 1991). Questa procedura risulta naturalmente molto più 
rapida di quella precedentemente descritta; infatti, le cellule vengono 
esposte brevemente (al massimo 3 minuti) alla soluzione di congelamento 
contenente la miscela di CP e, senza che raggiungano l’equilibrio, solo in un 
parziale stato di disidratazione, vengono congelate in LN2 dopo essere state 
esposte a temperature intermedie sui vapori di LN2 (di solito per circa 1 
minuto). In questo caso l’acqua extracellulare congela e l’osmolarità della 
soluzione di congelamento incrementa, provocando un’ulteriore perdita di 
acqua congelabile dalle cellule. In queste condizioni, però, è possibile la 
formazione di ghiaccio intracellulare con conseguenti danni qualora le 
velocità di riscaldamento durante lo scongelamento non siano idonee. 
 
2.4.3 La vitrificazione 
 
Negli ultimi anni per rendere più semplice e più economica la metodica di 
crioconservazione è stata introdotta una nuova tecnica, la vitrificazione. 
Questa metodica ha numerosi vantaggi e ha dato degli ottimi risultati, 
consentendone un’ampia diffusione. Con il termine vitrificazione si intende 
un congelamento ultrarapido di una soluzione acquosa che provoca un 
aumento della viscosità della soluzione ed il conseguente passaggio di fase 
da uno stato liquido ad uno stato vetroso senza la formazione di cristalli di 
ghiaccio mantenendo le proprietà di un liquido in forma solidificata (Rall e 
Fahy, 1985). Questo fenomeno richiede velocità di raffreddamento alte o 
l’utilizzo di soluzioni di crioprotettori che deprimono la formazione di 
ghiaccio ed incrementano la viscosità a basse temperature. Per vitrificare il 
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campione, che viene immerso direttamente in azoto liquido, con una 
temperatura di raffreddamento di circa 2500 °C/minuto, sono necessarie 
concentrazioni molto alte (da 5 a 7 M) di CP che, però, possono risultare 
molto tossiche per le cellule. In teoria, i CP potrebbero anche essere 
utilizzati a concentrazioni più basse, tipo 1.5 M, ma in questo caso sarà 
necessario utilizzare una velocità di congelamento molto più alta, circa 
15000°C/min, e questo potrebbe essere realizzato solo usando attrezzature 
sofisticate e costose. Le elevate concentrazioni di crioprotettori 
nell’ambiente extracellulare, rendono più viscosa la soluzione e facilitano 
una disidratazione dell’embrione, con una parziale diffusione di 
crioprotettori a livello intracellulare. Se a questo fenomeno si associa anche 
un rapido abbassamento della temperatura, si bypassa la formazione di 
cristalli di ghiaccio. Proprio la necessità di minimizzare questi danni, ha 
indotto molto ricercatori, all’inizio della diffusione della tecnica della 
vitrificazione, a concentrare i propri studi nel tentativo di trovare 
crioprotettori meno tossici e più permeabili. Come risultato, l’EG è 
diventato un componente standard presente quasi in tutti i protocolli di 
vitrificazione perché considerato il CP con la minore tossicità e la maggiore 
permeabilità, anche se risulta comunque tossico alla concentrazione 
necessaria per ottenere la vitrificazione (8 M). Recentemente, così come il 
GE, il saccarosio è diventato quasi un componente standard nelle soluzioni 
di vitrificazione. La tossicità di quest’ultimo, così come degli altri zuccheri, 
può essere ridotta se usato a basse temperature (Rall, 1987). Infatti, il 
saccarosio non sembra avere effetto tossico a basse temperature ed influisce 
positivamente sulla sopravvivenza embrionale quando applicato per 
bilanciare il rigonfiamento dopo riscaldamento (Kasai et al., 1996; Vajta et 
al., 1997a). Studi recenti hanno dimostrato che, per ottimizzare l’efficienza 
della vitrificazione, si deve, da una parte identificare un sistema sicuro per 
arrivare a velocità massime e realizzabili di raffreddamento e riscaldamento 
e, dall’altra, minimizzare gli effetti tossici ed osmotici dell’alta 
concentrazione di CP. La maggior parte dei metodi di vitrificazione, 
inizialmente, utilizzava le tradizionali paillette da inseminazione per 
caricare embrioni o oociti. Queste, però, presentano dei limiti, quali 
l’impossibilità di usare velocità di raffreddamento/riscaldamento superiori a 
2000 °C/min e la necessità di usare un volume cospicuo di soluzione 
vitrificante per caricare il campione. Fin dai primi esperimenti di 
vitrificazione era facilmente intuibile che il metodo più semplice per 
aumentare la velocità di raffreddamento era sicuramente quello di ridurre il 
volume della soluzione da vitrificare e cercare di stabilire un contatto diretto 
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tra questa e l’LN2. Una metodica messa appunto nell’ultimo decennio e che 
utilizza il minimo volume possibile di soluzione di vitrificazione è il 
Cryotop, costituito da una sottile linguetta di polipropilene legata ad un 
manico di plastica, fornito di un cappuccio protettivo per la conservazione 
del campione vitrificato in LN2 (Kuwayama and Kato, 2000; Kuwayama et 
al., 2005a). È un metodo molto vantaggioso poiché è semplice da eseguire e 
soprattutto permette di raggiungere velocità di raffreddamento e 
riscaldamento molto alte evitando la rottura della zona pellucida. 
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2.5 Crioconservazione degli embrioni 
 
La prima gravidanza da embrioni bovini congelati/scongelati è stata ottenuta 
nel 1973 (Wilmut e Rowson, 1973). Questi studi hanno evidenziato che il 
congelamento di embrioni bovini a temperature al di sotto dello zero (-80°C) 
richiedeva uno scongelamento lento. Willadsen nel 1977 dimostrarono che 
il congelamento lento degli embrioni poteva essere interrotto a temperature 
sotto zero relativamente alte (tra -25 e -35°C) per poi immergere il campione 
direttamente in LN2, ma in questo caso era necessario uno scongelamento 
rapido. Nel 1985 Rall e Fahy attuarono i primi esperimenti con la tecnica 
della vitrificazione, applicandola per la prima volta ad embrioni di topo; 
mentre la prima gravidanza, ottenuta dal trasferimento di embrioni bovini 
vitrificati, è stata descritta da Massip et al. nel 1995. Negli ultimi anni, i 
miglioramenti nel campo della crioconservazione embrionale hanno 
permesso di crioconservare con successo embrioni della maggior parte delle 
specie domestiche ed in particolare di bovino (Lazar et al. 2000; Zhang et 
al., 1993), pecora (Ptak et al., 1999; Dattena et al., 2000), capra (Baril et al., 
1989; El Gayar e Holtz 2001; Traldi, 2000), cavallo (Hochi et al., 1994), 
maiale (Hayashi et al., 1989; Berthelot et al., 2000) e bufalo (Neglia et al. 
2001; De Rosa et al., 2005). 
Esistono molteplici fattori che influenzano la congelabilità degli embrioni 
quali la velocità di congelamento/scongelamento e la tossicità dei 
crioprotettori già ampiamente descritti in precedenza, a cui si aggiungono la 
specie, lo stadio di sviluppo embrionale, il contenuto lipidico intracellulare 
e l’origine degli embrioni (prodotti in vivo o in vitro). Nel maiale, ad 
esempio, la crioconservazione di embrioni con un contenuto lipidico più 
basso ha permesso di incrementare l’efficienza del congelamento 
(Nagashima et al. 1994; Dobrinsky et al., 2000). Numerosi studi indicano 
che gli embrioni di bovino prodotti in vitro sono più sensibili alla 
crioconservazione di quelli prodotti in vivo proprio a causa del diverso 
rapporto tra lipidi e proteine (Leibo e Loskutoff, 1993; Martino et al., 1996). 
Inoltre, il contenuto e la composizione lipidica intracellulare influenzano 
positivamente anche la congelabilità degli embrioni prodotti in vivo (Abd 
El Razek et al., 2000). In altri studi è stata paragonata la capacità di sviluppo 
in vitro di embrioni bovini vitrificati ed embrioni congelati; O’Kearney-
Flynn et al. (1998) hanno riportato una percentuale di sviluppo in vitro 
dell’86 % per embrioni vitrificati/riscaldati e del 58 % per embrioni 
congelati/scongelati e, dopo il trasferimento, la percentuale di gravidanza di 
embrioni vitrificati/riscaldati (24 %) e di embrioni congelati/scongelati (28 
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%) è risultata simile a quella di embrioni trasferiti freschi (26 %). Inoltre, in 
un altro esperimento è stata riportata una sopravvivenza più bassa per 
embrioni bovini congelati rispetto agli embrioni vitrificati (Niemann, 1991). 
Uno studio più approfondito sulla possibilità di vitrificare embrioni bovini 
a differenti stadi di sviluppo è stato fatto nel 1998 da Vajta et al. In questo 
studio è emerso che lo sviluppo di embrioni vitrificati al giorno 1 e 2 di 
coltura, dove il giorno 0 corrispondeva al giorno della fecondazione, è stato 
significativamente più basso rispetto al gruppo controllo (non vitrificati), 
mentre la capacità di sviluppo in vitro di embrioni vitrificati dal giorno 3 al 
giorno 8 di coltura non è risultata statisticamente differente dai rispettivi 
controlli (Vajta et al. 1998). È evidente che la crioconservazione degli 
embrioni assume un ruolo centrale nelle tecnologie riproduttive, per lo 
sviluppo di programmi di riproduzione negli animali (Massip et al., 2004) 
permettendo inoltre di allestire criobanche di materiale genetico di animali 
in via d’estinzione. 
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2.6 Crioconservazione degli oociti 
 
La realizzazione di un metodo efficace per la crioconservazione degli oociti 
di mammiferi porterebbe una grande svolta nel campo della biologia 
riproduttiva per la conservazione delle risorse genetiche. Tuttavia, 
nonostante i recenti progressi, l'efficienza della crioconservazione degli 
oociti è ancora molto bassa a causa dei danni morfologici e funzionali indotti 
dal congelamento e dalla potenziale tossicità dei crioprotettori (Zeron et al., 
1999; Paynter, 2005). Diverse strategie sono state sviluppate per 
minimizzare questi danni e aumentare la vitalità degli oociti e la competenza 
allo sviluppo, sebbene con un successo limitato (Vajta e Kuwayama, 2006; 
Ledda et al., 2007). Attualmente, la crioconservazione dell'oocita viene 
eseguita sia su oociti immaturi allo stadio di vescicola germinale (GV) sia 
su oociti maturi allo stadio di metafase II (MII). Lo stadio del ciclo cellulare 
durante la meiosi sembra influenzare la sopravvivenza degli oociti di 
mammiferi e la resistenza alla crioconservazione (Practice Committees of 
American Society for Reproductive et al., 2013). Gli oociti immaturi sono 
più suscettibili alle lesioni da crioconservazione e la loro capacità di 
sopravvivenza e di sviluppo è notevolmente ridotta (Diez et al., 2005; Hochi 
et al., 1996). Un fattore che influisce sul successo della crioconservazione 
degli oociti immaturi è il danno che si verifica alle cellule del cumulo che 
circondano gli oociti. Sono state riportate alterazioni ultrastrutturali dei 
COC e la perdita di cellule del cumulo dopo la crioconservazione (Hochi et 
al., 1996; Ruppert-Lingham et al., 2006). Dalla letteratura è emerso che le 
giunzioni gap tra gli oociti e le cellule del cumulo svolgono un ruolo 
importante nel processo di maturazione (Gilchrist et al., 2004). È stato 
dimostrato, inoltre, che gli oociti in fase GV, in cui sono state eliminate le 
cellule del cumulo, mostrano una mancata coordinazione tra maturazione 
nucleare e citoplasmatica (Goud et al., 1999; Combelles et al., 2002) e 
ovviamente hanno uno sviluppo minore (Wongsrikeao et al., 2005). 
L'assenza di cellule del cumulo è anche correlata ad una diminuzione della 
sintesi proteica, riguardante le molecole coinvolte nella regolazione dei cicli 
cellulari meiotici e mitotici (Combelles et al., 2005). Gli oociti maturi, 
invece, hanno una maggiore stabilità della membrana al congelamento, 
anche se l'esposizione a temperature sub-fisiologiche induce danni al fuso 
mitotico, con conseguenti aberrazioni cromosomiche che compromettono la 
fecondazione (Chen et al., 2003; Tharasanit et al., 2006). Inoltre, l’oocita è 
una cellula molto grande con una bassa permeabilità all’acqua, ciò significa 
che ha la tendenza a trattenere l’acqua una volta raffreddata portando alla 
La Crioconservazione 
 
 74 
formazione di ghiaccio intracellulare e di conseguenza danni cellulari 
(Toner et al., 1990; Ruffing et al., 1993; Arav et al., 1996; Zeron et al., 
1999).  
Lo sviluppo di protocolli di crioconservazione che consentono la 
sopravvivenza dell’oocita senza danni alle strutture interne è difficile, ma la 
crioconservazione di oociti non fecondati ha numerosi vantaggi. Tra questi 
vale la pena menzionare il salvataggio genetico, la conservazione delle 
specie in via di estinzione, la conservazione di oociti geneticamente 
modificati, senza contare che l’aumentata disponibilità di gameti si traduce 
in una riduzione sensibile dei costi della produzione embrionale in vitro. 
Numerosi studi hanno ipotizzato che i CP comunemente usati e il tipo di 
metodica di crioconservazione utilizzata, giocano un ruolo importante nei 
meccanismi del ciclo cellulare come l'oscillazione del calcio e le vie di 
segnalazione del calcio (Larman et al., 2006; 2007). Larman et al. (2006) 
hanno dimostrato che il DMSO e l’EG causano aumenti transitori del calcio 
intracellulare negli oociti di topo maturi, causando l’esocitosi precoce dei 
granuli corticali. Gli oociti sono anche più suscettibili agli effetti dannosi 
delle specie reattive dell'ossigeno (ROS). Alcuni studi sul maiale hanno 
dimostrato che negli oociti crioconservati aumentano drasticamente i livelli 
di ROS (Somfai et al., 2007; Gupta et al., 2010), provocando effetti dannosi 
sui mitocondri, diminuzione di adenosina trifosfato (ATP), alterazione 
dell'oscillazione di calcio durante la fecondazione, apoptosi e blocco dello 
sviluppo (Yoneda et al., 2004; Favetta et al., 2007). Di conseguenza, la 
capacità di sviluppo degli oociti crioconservati può essere compromessa. 
Poiché la crioconservazione svolge un ruolo importante nelle tecniche di 
riproduzione assistita, sono necessari ulteriori studi per identificare i tipi di 
danni da congelamento e, possibilmente, trovare una soluzione per 
migliorare la procedura di vitrificazione degli oociti. 
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2.7 Crioconservazione degli spermatozoi 
 
Il materiale seminale, immediatamente dopo la raccolta, viene diluito in un 
opportuno terreno, spesso a base di tuorlo d'uovo o latte, sebbene esistono 
sul mercato extender di nuova generazione che non contengono componenti 
di origine animale. Solitamente, gli spermatozoi vengono diluiti ad una 
temperatura simile alla temperatura corporea (da 30 a 39°C), quindi 
raffreddati a 5 °C e a quel punto viene aggiunto un CP (ad esempio il 
glicerolo; Polge et al., 1949). Per la maggior parte delle specie domestiche, 
il passaggio di temperatura da quella corporea al congelamento rappresenta 
uno stress maggiore per la membrana plasmatica dello spermatozoo, 
determinando il riarrangiamento e la destabilizzazione dei componenti della 
membrana e l'afflusso di calcio (Collin et al., 2000; De Leeuw et al., 1993; 
Maxwell and Johnson, 1997; Noiles et al., 1995). La membrana plasmatica 
è il sito primario di lesione di uno spermatozoo crioconservato e il danno 
principale si verifica durante il congelamento e lo scongelamento 
(Hammerstedt et al., 1990; Parks e Graham, 1992). Durante il congelamento 
degli spermatozoi, i cristalli di ghiaccio si formano nel mezzo extracellulare, 
aumentando l'osmolarità dell'acqua non congelata. Per osmosi, l'acqua 
intracellulare diffonde fuori dallo spermatozoo, disidratando così la cellula 
e la membrana plasmatica. Allo scongelamento, il fenomeno si ripete in 
senso inverso: i cristalli di ghiaccio extracellulare si sciolgono e l'acqua 
diffonde negli spermatozoi. La deformazione ultrastrutturale della 
membrana plasmatica si verifica come conseguenza dello stress osmotico e 
di drastici cambiamenti di volume durante il congelamento e lo 
scongelamento. L'utilizzo di un CP, come il glicerolo, è essenziale per la 
sopravvivenza delle cellule durante la crioconservazione. L'efficacia del 
glicerolo è in parte dovuta ai suoi effetti osmotici che aumentano 
drammaticamente l'osmolarità del terreno, ritardando la formazione di 
ghiaccio (Hammerstedt et al., 1990). Gli effetti osmotici del glicerolo sono 
marcati, ma transitori, e un così rapido cambiamento nel volume cellulare 
non sembra essere dannoso per la funzione spermatica (Liu e Foote, 1998). 
Inoltre, il glicerolo agisce direttamente sulla membrana plasmatica dello 
spermatozoo, riducendo la fase di transizione e aumentando la fluidità della 
membrana durante il raffreddamento (Noiles et al., 1995). Inoltre, durante 
la crioconservazione, si ha la formazione dei ROS. I ROS sono coinvolti 
fisiologicamente nei processi di iperattivazione, capacitazione, reazione 
acrosomiale e zona-binding (Kodama et al., 1996; de Lamirande et al., 
1997). Un eccesso di ROS può indurre uno stress ossidativo tale da arrestare 
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la motilità, bloccare il metabolismo degli spermatozoi (Tosic, 1947) e 
danneggiare il DNA (Aitken et al., 1998). Inoltre, i ROS provocano una 
ridotta penetrazione degli oociti e bloccano la fusione uovo-spermatozoo 
tramite un meccanismo che coinvolge l'ossidazione dei gruppi solfidrilici 
(Mammoto et al., 1996; Aitken et al., 1998). Gli spermatozoi e il plasma 
seminale contengono diversi antiossidanti che forniscono protezione contro 
gli effetti tossici dei ROS (Alvarez e Storey, 1983; Jeulin et al., 1989). 
Tuttavia, in seguito al processo di crioconservazione, questo sistema 
antiossidante non riesce a proteggere gli spermatozoi dal danno ossidativo e 
dagli effetti tossici dei ROS (Bilodeau et al., 2000; Chatterjee e Gagnon, 
2001). Pertanto, al fine di ridurre lo stress ossidativo e migliorare la qualità 
del materiale seminale post-scongelamento, gli extender per la diluzione del 
seme sono stati integrati con diversi composti antiossidanti (Bucak et al., 
2007; 2009; Uysal e Bucak 2007; Longobardi et al., 2017a,b). 
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2.8 Danni da congelamento e apoptosi 
 
Come ampiamente descritto, la crioconservazione provoca considerevoli 
lesioni in diversi tipi cellulari, compresi gli oociti bovini, gli embrioni (Men 
et al., 2003) e gli spermatozoi (Martin et al., 2004). Più specificamente, 
durante i processi di crioconservazione, diversi meccanismi, tra cui lesioni 
meccaniche e osmotiche e lo stesso stress ossidativo, alterano le proprietà 
fisiche delle strutture cellulari inducendo l'attivazione delle vie apoptotiche 
e di conseguenza la morte cellulare (Baust et al., 2000; Paasch et al., 2004). 
L’apoptosi è un evento fisiologico ed indica una forma di morte cellulare 
programmata che interessa le singole cellule senza alcuna infiammazione 
nel tessuto circostante (Wyllie et al., 1980), a differenza della necrosi che è 
causata da lesioni, e colpisce un gran numero di cellule, causando gonfiore 
cellulare e rottura delle membrane. L’apoptosi è un evento osservato in 
molte specie e in differenti linee cellulari e rappresenta un meccanismo 
evolutivo conservativo, per regolare la proliferazione delle stesse. 
L'apoptosi è un fenomeno complesso che può essere suddiviso in tre fasi: 
induzione, esecuzione e degradazione. Ci sono due grandi vie di innesco 
dell’apoptosi, estrinseca, provocata da stimoli esterni alla cellula, ed 
intrinseca, provocata da stimoli interni (Marti et al., 2008). La via estrinseca 
è attivata dai recettori del fattore di necrosi tumorale (TNF-R) e da vari 
ligandi pro-apoptotici, come il TNF, il ligando dell’apoptosi correlato al 
fattore di necrosi tumorale (TRAIL) e il ligando di morte FAS (FASL), 
legati ai rispettivi recettori. Questi ligandi sono prodotti da cellule del 
sistema immunitario, e i recettori si trovano sulla superficie esterna delle 
membrane cellulari (Aitken et al., 2011). Questi recettori hanno una 
componente intracellulare composta da un piccolo numero di aminoacidi, 
chiamato dominio della morte. 
La via intrinseca invece, è innescata da fattori come i ROS, la rottura della 
matrice extracellulare, le radiazioni, il danno al DNA o la mancanza di 
fattori per la sopravvivenza (Aitken et al., 2011) ed è principalmente 
regolata dai mitocondri e dalla famiglia delle proteine Bcl-2 (BAX, BAD, 
BACLxs). Queste ultime regolano la permeabilità della membrana 
mitocondriale esterna, innescano il rilascio del citocromo-c e altri fattori 
apoptotici dai mitocondri. I mitocondri hanno un ruolo centrale durante la 
fase di esecuzione (Green e Reed, 1998), in particolare, dopo l'induzione 
dell’apoptosi, si verifica l’apertura dei pori mitocondriali nella membrana 
interna, con conseguente diminuzione del potenziale di membrana 
mitocondriale, arresto delle fosforilazioni ossidative e rigonfiamento 
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cellulare. Questa serie di eventi provoca un aumento della permeabilità della 
membrana esterna e il rilascio del citocromo C nel citosol (Ravagnan et al., 
2002). Nel compartimento citoplasmatico, i fattori pro-apoptotici, per 
esempio, diverse proteasi legate alla famiglia delle caspasi, sono 
successivamente attivati, portando alla fase di degradazione. Tra i fattori 
pro-apoptotici ricordiamo il citocromo-c e il fattore pro-apoptotico di 
attivazione delle proteasi (AApaf1; Ravagnan et al., 2002 ) che insieme 
all’ATP, formano un complesso (apoptosoma) con la pro-caspasi 9 che porta 
all’attivazione della caspasi-9 (Reed, 1997; Figura 2.1). Le caspasi, gruppo 
di proteasi con cisteina nel sito attivo, sono sintetizzate come zimogeni 
inattivi (pro-caspasi) e vengono attivate dalla scissione durante la cascata di 
eventi dell’apoptosi (Cohen, 1997). Le caspasi-8 e caspasi-9 sono iniziatori 
che attivano le caspasi-3. Durante la fase di degradazione, le caspasi-3 e/o 
Apaf1 possono indurre cambiamenti sia sulla superficie cellulare che nel 
nucleo (Cohen, 1997; Susin et al., 1999). La fosfatidilserina, che 
normalmente si trova nella parte interna della membrana plasmatica, appare 
nel foglietto esterno, dove innesca il riconoscimento fagocitico non 
infiammatorio della cellula apoptotica (Bratton et al., 1997). Nelle cellule 
apoptotiche, la scissione internucleosomale del DNA da parte di specifiche 
endonucleasi produce frammenti di DNA di 180 basi (Kerr et al., 1972). 
 
 
 
Fig. 2.1 Attivazione dell’apoptosi per via intrinseca mediante i ROS, le radiazioni, gli stress 
chimici e i danni al DNA; Aitken et al., 2011). Lo stress alle cellule causa l’attivazione delle 
vie intrinseche dell’apoptosi, che provocano il rilascio del citocromo-c da parte dei 
mitocondri, attivando le caspasi. 
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Negli embrioni l’apoptosi regola la proliferazione delle cellule durante lo 
sviluppo embrionale (Pomar et al 2005), permettendo all'embrione di 
sopravvivere allo stress mediante la rimozione di cellule danneggiate (Soto 
et al 2003). Tuttavia, le conseguenze dell'apoptosi sulla competenza allo 
sviluppo dell'embrione dipendono dalla portata della sua induzione. Infatti, 
un'alta incidenza di cellule apoptotiche, come osservate negli embrioni 
prodotti in vitro (Bergeron et al., 1998), è associata ad anomalie 
morfologiche dell'embrione stesso (Hardy et al., 1989). Inoltre, la 
crioconservazione porta ad un ulteriore aumento dell'apoptosi (Marquez-
Alvarado et al., 2004; Parks et al., 2006; Paschoal et al., 2017) che limita la 
sopravvivenza degli embrioni (Brison et al., 2000).  
Negli oociti la relazione tra crioconservazione e apoptosi è ancora oggetto 
di discussione. Alcuni studi hanno dimostrato che l'applicazione di diverse 
concentrazioni di crioprotettori e variazioni di temperature possono portare 
effetti negativi all’ultrastruttura cellulare (Wu et al., 2006) e incidere sul 
fenomeno dell'apoptosi (Rajaei et al., 2005). Farzad et al. nel 2013 hanno 
dimostrato che la crioconservazione degli oociti aumentava l’apoptosi negli 
oociti in MII di topo. Un aumento dell’attività caspasica è stato riportato in 
oociti bovini e ovini (Men et al., 2013; Vallorani et al., 2012). Inoltre, 
l’attività caspasica è risultata negativamente correlata alla sopravvivenza di 
oociti vitrificati nel suino (Giaretta et al.,2013). Zhao et al., nel 2015 hanno 
evidenziato un aumentato sviluppo in vitro di oociti bovini vitrificati quando 
l’attività della caspasi 3 era inibita. 
É noto che il normale ciclo di spermatogenesi dipende dall'efficienza 
dell'apoptosi. Circa il 50% delle cellule germinali degenera e muore nel 
testicolo dei mammiferi adulti. L'apoptosi spontanea è stata chiaramente 
osservata nell'epitelio seminifero del testicolo di ratto, che colpisce 
spermatogoni, spermatociti e spermatidi (Lue et al., 1999). Utilizzando la 
microscopia elettronica, gli spermatozoi eiaculati hanno mostrato alcune 
caratteristiche delle cellule somatiche apoptotiche: frammentazione del 
DNA e condensazione della cromatina, rimozione della membrana 
acrosomiale e distensione mitocondriale (Baccetti et al., 1996; Blanc-Layrac 
G. et al., 2000). Inoltre, spermatidi e corpuscoli apoptotici fagocitati da 
macrofagi possono essere osservati nel seme eiaculato (Baccetti et al., 
1996). Nel 1993, Gorczyca et al. osservarono per la prima volta gli 
spermatozoi con frammentazione del DNA, analoga a quella delle cellule 
somatiche in apoptosi. La mancata rimozione di queste cellule germinali 
difettose durante la spermatogenesi comporterebbe un elevato numero di 
spermatozoi anormali e, di conseguenza, infertilità. Inoltre, la 
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crioconservazione e/o lo scongelamento del seme di mammifero provocano 
molti cambiamenti. In particolare si osserva una diminuzione della motilità, 
cambiamenti della membrana, compresa la capacitazione e la reazione 
acrosomiale, che influenzano la vitalità del seme (Medeiros et al., 2002). 
Precedenti studi hanno dimostrato che la crioconservazione nel seme induce 
alcune delle principali caratteristiche apoptotiche, come la dissipazione del 
potenziale di membrana mitocondriale, l’attivazione delle caspasi e 
l’aumento della permeabilità di membrana; questo fenomeno, chiamato 
'apoptosis-like change', si pensa che coinvolga alcuni dei meccanismi 
dell'apoptosi e possa indurre frammentazione del DNA (Martin et al., 2004).  
Nella maggior parte degli studi, l’apoptosi negli embrioni (Byrne et al., 
1999), negli spermatozoi (Muhammad et al., 2002) e negli oociti (Farzad et 
al., 2013) è stata valutata tramite la colorazione Tunel, che in realtà è una 
tecnica aspecifica in quanto valuta la frammentazione del DNA, che 
interviene anche in altri processi di morte cellulare (Grasl-Kraupp et al., 
1995). Ne consegue l'importanza di studiare l'inizio cronologico 
dell’apoptosi in relazione alla qualità degli embrioni, degli oociti e degli 
spermatozoi come indicatore degli effetti avversi relativi alla coltura in vitro 
ed alla crioconservazione. La caspasi 3 è una caspasi effettrice, che gioca un 
ruolo fondamentale nel processo di apoptosi (Zhivotovsky et al., 1997). La 
pro-caspasi 3 nella forma inattiva è presente nella maggior parte delle 
cellule, comprese le cellule degli embrioni nella fase del pre-impianto 
(Warner et al., 1998; Jurisicova et al., 2003) e la sua attivazione in risposta 
a molti stimoli apoptotici, è cruciale per lo smantellamento dei componenti 
del citoscheletro, così come per l'attivazione della DNasi. Alcuni studi 
suggeriscono che l’apoptosi possa essere evitata tramite l’inibizione 
dell’attività delle caspasi, portando ad un aumento della sopravvivenza delle 
cellule di mammifero al congelamento (Stroh et al., 2002).  Altri studi hanno 
dimostrato che gli antiossidanti e gli inibitori delle caspasi interferiscono 
con le vie apoptotiche, inibendo o ritardando il fenomeno “apoptosis-like” 
nelle cellule somatiche (Hetz et al., 2005; Smolewski e Robak, 2011; Talevi 
et al., 2013). Ad esempio, un potente inibitore delle caspasi 3 e 7, XIAP 
(inibitore dell’apoptosi x- 
linked), blocca l'apoptosi in molti tipi di cellule (Ekert et al., 1999; Saleem 
et al., 2013; Smolewski e Robak, 2011).  
E’ stato dimostrato che il trattamento con l’inibitore della caspasi 
carbobenzoxy-valyl-alanyl-aspartyl-[O-methyl]-fluoromethylketone (Z-
VAD-FMK) aumenta la vitalità post-scongelamento di embrioni porcini 
tramite l’inibizione dell’apoptosi indotta dalla crioconservazione (Stroh et 
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al., 2002; Heng et al., 2007). L’incubazione con l’inibitore della caspasi, 
prima della vitrificazione, ha aumentato le percentuali di sopravvivenza, 
cleavage e resa embrionale di oociti porcini prodotti in vitro (Niu et al., 
2016). Altri studi hanno investigato gli effetti di alcuni inibitori 
dell’apoptosi, (XIAP, Coenzima Q10, Bax channel blocker e Z-VAD-FMK) 
sugli spermatozoi ma non hanno riportato un miglioramento sulla longevità 
del seme conseguente all’utilizzo di questi inibitori (Peter et al., 2005; Pena 
et al., 2003). Ciò è attribuibile a diverse cause: alle concentrazioni di 
inibitori utilizzate che potrebbero essere troppo basse per avere un effetto 
biologico (Peter et al., 2005), ad un rapporto sproporzionato tra inibitore e 
spermatozoi impedendo di indurre l’effetto benefico (Pena et al., 2003), 
all’impossibilità degli inibitori di attraversare la membrana plasmatica dello 
spermatozoo, poiché il seme è resistente all'assorbimento di molecole 
esogene (Anzar e Buhr, 2006). In particolare, due diversi studi, hanno 
riportato un effetto inibente dello Z-VAD-FMK sulle caspasi 1 e 9, che però 
non si è tradotto con un miglioramento della qualità del materiale seminale 
(Peter et al., 2005; Peter and Linde-Forsberg, 2003).  
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2.9 Scopo del lavoro 
 
Sulla base di quanto precedentemente descritto, diverse strategie sono state 
messe a punto al fine di ridurre i danni apoptotici provocati dalla 
crioconservazione. In particolare, sono stati testati diversi inibitori 
dell’apoptosi nel tentativo di preservare l’integrità delle membrane senza 
alterarne il potenziale, ridurre la frammentazione del DNA in seguito 
all’insulto del congelamento e modulare l’attività delle caspasi bloccando il 
segnale apoptotico. Allo stato attuale delle nostre conoscenze la strategia di 
prevenzione dell’apoptosi indotta dal congelamento, mediante inibizione 
delle caspasi, per migliorare la criotolleranza degli embrioni e dei gameti 
della specie bovina, non è stata ancora investigata. 
Pertanto, lo scopo della tesi è stato quello di indagare se l’aggiunta 
dell’inibitore delle caspasi Z-VAD-FMK all’interno dei diversi terreni di 
congelamento per il seme, di vitrificazione, scongelamento e coltura per gli 
embrioni e per gli oociti, potesse ridurre l’apoptosi e i danni da 
congelamento, migliorando la criotolleranza post-scongelamento degli 
embrioni e dei gameti bovini. La tesi è stata articolata in tre parti. Lo scopo 
dell’esperimento 1 è stato quello di valutare l'effetto dell’aggiunta 
dell’inibitore Z-VAD-FMK prima, durante e dopo la vitrificazione sulla 
criotolleranza degli embrioni bovini prodotti in vitro. A tale fine sono state 
valutate la sopravvivenza, la progressione allo sviluppo e le percentuali di 
schiusa delle blastocisti vitrificate dopo 24 e 48 ore di coltura di post-
riscaldamento, nonché il numero di cellule embrionali e la loro distribuzione 
tra trofectoderma e nodo embrionale. Inoltre l’influenza dell’inibitore 
sull’apoptosi è stata valutata mediante misurazione della frammentazione 
del DNA e dell’attività della caspasi 3, che è la maggiormente implicata nei 
danni da freddo. I risultati incoraggianti ottenuti nel corso di questo 
esperimento ci hanno indotti ad approfondire lo studio estendendo le 
valutazioni anche ai gameti. 
Lo scopo dell’esperimento 2, infatti, è stato quello di studiare gli effetti 
dell’inibitore Z-VAD-FMK, inserito prima, durante e dopo la vitrificazione 
sulla criotolleranza degli oociti bovini maturati in vitro. L’efficacia 
dell’inibitore sulla prevenzione dell’apoptosi è stata valutata mediante stima 
della frammentazione del DNA, dell’attività caspasica, del potenziale di 
membrana mitocondriale, nonché della vitalità e della competenza allo 
sviluppo embrionale dopo fecondazione in vitro. 
L’esperimento 3 si è, infine, prefisso l’obiettivo di studiare l’influenza di un 
trattamento con l’inibitore Z-VAD-FMK prima, durante e dopo il 
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congelamento sulla criotolleranza degli spermatozoi bovini. L’efficacia del 
trattamento è stata verificata su diversi parametri indicativi di fertilità 
spermatica, quali la motilità, la vitalità, l'integrità di membrana, la 
frammentazione del DNA, l’attività della Caspasi 3 ed il potenziale di 
membrana mitocondriale. 
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Capitolo 3 
 
Esperimento 1: Influenza dell’inibitore della caspasi,  
Z-VAD-FMK, sulla criotolleranza degli embrioni bovini 
prodotti in vitro  
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3.1 Materiali e metodi 
 
3.1.1 Disegno sperimentale 
 
Lo scopo di questo lavoro è stato quello di valutare se il trattamento con 
l'inibitore delle caspasi, Z-VAD-FMK, prima, durante e dopo la 
vitrificazione migliora la capacità e la vitalità alla sopravvivenza post-
congelamento degli embrioni di bovino prodotti in vitro. Per valutare gli 
effetti dell'inibizione dell'apoptosi sulla crioconservazione e sulla 
morfologia degli embrioni bovini, quest’ultimi sono stati prodotti in vitro 
secondo la procedura standard (descritta di seguito). Il giorno 7 di coltura 
(giorno 0 = IVF) le blastocisti ottenute sono state pretrattate per 1 ora, 
vitrificate/riscaldate e messe in coltura per 48 ore in assenza (controllo 
n=182) e in presenza di 20 µM dell'inibitore delle caspasi Z-VAD-FMK 
(trattato n=155). L’esperimento è stato ripetuto nove volte. Pertanto, nel 
gruppo trattato, Z-VAD-FMK è stato aggiunto nel terreno di aspirazione 
(per 1 ora prima della vitrificazione), nei terreni di vitrificazione e di 
riscaldamento e nel terreno di coltura (48 ore coltura post-riscaldamento). 
Per entrambi i gruppi, le blastocisti vitrificate sono state valutate per i 
seguenti parametri: sopravvivenza, progressione allo sviluppo e percentuali 
di schiusa dopo 24 e 48 ore di coltura di post-riscaldamento. Per ogni replica 
e per ogni gruppo, le blastocisti avanzate con blastocele e nodo embrionale 
chiaramente visibile, cioè blastocisti espanse (XBL) e blastocisti sgusciate 
(HBL), che sono sopravvissute sia al riscaldamento che dopo le 48 ore di 
coltura, sono state sottoposte alla colorazione TUNEL combinata con il 
Differential Staining (DS) per valutare rispettivamente la frammentazione 
del DNA e l'allocazione delle cellule embrionali nel nodo embrionale e nel 
trofectoderma. A tale fine sono state utilizzate solo blastocisti avanzate 
perché le differenze nel numero e nell’allocazione delle cellule delle 
blastocisti sono visibili quando vengono raggiunti gli stadi più avanzati 
(Korhonen et al., 2010). Poiché la colorazione immunoistochimica per 
valutare la presenza di caspasi 3 attivata non è influenzata dallo stadio 
embrionale, questa valutazione è stata effettuata su tutte le blastocisti 
sopravvissute allo scongelamento e alla coltura 48 ore post-scongelamento, 
cioè blastocisti precoci (eBL), blastocisti (BL), XBL e HBL. 
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3.1.2 Terreni e reagenti 
 
Tutti i prodotti chimici sono stati ottenuti da Sigma-Aldrich/Merck (Milano, 
Italia) se non diversamente specificato. La Dnasi RNA-free e la RNase A 
sono state ottenuti da Roche Diagnostics Corporation (Indianapolis, IN, 
USA), mentre l'inibitore della caspasi Z-VAD-FMK da Promega 
Corporation (Madison, WI, USA). Il terreno di aspirazione usato è stato il 
TCM 199 con 25 mM di HEPES, 2 mM di bicarbonato di sodio, 2 mM  di 
piruvato di sodio, 1 mM di L-Glutammina, 10 µl/ml di amfotericina B 
(H199), supplementato con 2% di siero bovino adulto e 95.6 SI/ml di 
eparina. Per il terreno di maturazione è stato usato il TCM 199 con 15% BS, 
0,5 µg/ml di FSH, 5 µg/ml di LH, 0,8 Mm di L-Glutammina e 50 µg/ml di 
gentamicina. Per il terreno di fecondazione è stato utilizzato il Talp senza 
glucosio e BSA, supplementato con 5,3 SI/ml di eparina, 30 µM  di 
penicillammina, 15 µM di ipotaurina, 1 µM di epinefrina e 1% di BS. Lo 
Sperm-Talp è stato usato per la separazione del seme. Il  SOF conteneva 30 
µl/ml di aminoacidi essenziali, 10 µl/ml di aminoacidi non essenziali e 5% 
di BS. La soluzione madre (20 mM in DMSO) dell’inibitore delle caspasi 
Z-VAD-FMK è stata aliquotata e congelata fino al giorno dell’utilizzo. Per 
ottenere la concentrazione desiderata (20 µM) e per ridurre al minimo la 
quantità di DMSO, durante il pretrattamento, la vitrificazione, il 
riscaldamento e la coltura post-riscaldamento, la soluzione madre di Z-
VAD-FMK è stata diluita 1:1000 nei vari terreni,  diluizione 
precedentemente dimostrata priva di tossicità  per gli embrioni bovini 
(Stinshoff et al., 2014). Analogamente, nel gruppo controllo è stato aggiunto 
nei vari terreni il DMSO (1:1000) in assenza dell’inibitore. Il terreno 
utilizzato durante il pre-trattamento è stato H199 con il 5% BS, mentre il 
terreno base per la vitrificazione e le soluzioni di riscaldamento stato sono 
stati preparati partendo dal  H199 con il 20% di siero bovino fetale (FCS). 
Il terreno di equilibrio (VS1) era costituito dal 7,5% di DMSO e 7,5% di EG 
nel terreno base; la soluzione di vitrificazione (VS2) consisteva nel 16,5% 
di DMSO, 16,5% di EG e 0,5 M di saccarosio nel terreno base. Le soluzioni 
di riscaldamento utilizzate sono state 0,25 M e 0,15 M di saccarosio nel 
terreno base. 
 
3.1.3 Produzione Embrionale In Vitro 
 
Le ovaie bovine sono state recuperate presso un mattatoio locale e 
trasportate in laboratorio, in soluzione fisiologica a 30-35° C. I complessi 
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cumulo-ovocita (COC) sono stati aspirati da follicoli di 2-8 mm di diametro 
e solo quelli con citoplasma uniforme e con differenti strati di cellule del 
cumulo sono stati selezionati e, lavati due volte nel terreno di aspirazione e 
una volta nel terreno di maturazione. Gruppi di 25 COC sono stati messi in 
maturazione in 400 µl di terreno di maturazione, coperti con olio minerale, 
in piastre a quattro pozzetti (NuncTM, Roskilde, Danimarca), per 22 ore a 
39°C in presenza del 5% di CO2. I COC maturati in vitro sono stati lavati e 
trasferiti, 25 per pozzetto, in 300 µl di terreno di fecondazione coperti da 
olio minerale. Il seme congelato, proveniente da un toro con una buona 
fertilità in vitro, già precedentemente esaminato e testato per l’IVF nel 
nostro laboratorio, è stato scongelato a 37° C per 40 secondi ed è stato 
selezionato tramite centrifuga (25 min a 300g) su gradienti di Percoll (45 e 
80%). Il pellet è stato risospeso in 2 ml di Sperm-Talp e centrifugato due 
volte, a 160 e 108g per 10 minuti. Il pellet, cosi ottenuto, è stato poi diluito 
con l’IVF e aggiunto nei pozzetti di fecondazione alla concentrazione di 1 x 
106 spermatozoi/ml. È stata fatta una co-incubazione dei gameti per 20 ore 
a 39°C, in 5% CO2, dopodiché i presunti zigoti sono stati vortexati in TCM 
HEPES con 5% BS per 2 minuti per rimuovere le cellule del cumulo, lavati 
due volte nello stesso terreno e messi in coltura, 30-50 per pozzetto, in 400 
µl di terreno di coltura, posti in una camera modulare con il 5% di CO2, 7% 
O2 e 88% N2 ad una temperatura di 39°C. Al giorno 7 sono stati valutati i 
tassi di cleavage e delle blastocisti. Gli embrioni ottenuti sono stati 
selezionati per la qualità sulla base di criteri morfologici (Robertson e 
Nelson, 2010) e sono state registrate le percentuali di blastocisti di grado 1 
e 2, calcolate sul totale dei COC e sugli embrioni divisi. Inoltre lo stadio di 
sviluppo è stato valutato come segue: eBL, BL, XBL e HBL. 
 
3.1.4 Vitrificazione e scongelamento 
 
Al settimo giorno le blastocisti di grado 1 e 2 (eBL, BL e XBL) sono state 
vitrificate e riscaldate con il metodo Cryotop precedentemente descritto 
(Kuwayama e Kato, 2000). Tutti gli step di equilibrio e diluizione sono stati 
effettuati a 37°C. Le blastocisti sono state esposte alla soluzione VS1 in 
gocce di 200 µl per 3 minuti, trasferiti in una goccia da 20 µl di VS2 per 20-
25 secondi, e caricate tramite un capillare di vetro sul Cryotop in 0,1 µl di 
volume finale. Dopo il caricamento, quasi tutta la soluzione è stata rimossa 
e il Cryotop è stato rapidamente immerso in azoto liquido, protetto con il 
tappo e conservato in azoto. Per il riscaldamento, dopo la rimozione del 
tappo, il Cryotop è stato immerso direttamente in 1 ml della soluzione di 
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saccarosio 0,25 M per 1 minuto e l'embrione è stato trasferito in gocce di 
200 µl di 0,15 M di saccarosio per 5 minuti. Le blastocisti riscaldate sono 
state lavate nel terreno H199 +10% FCS e messe in coltura per due giorni. 
Dopo 24 e 48 ore di coltura post-riscaldamento sono stati valutati i tassi di 
sopravvivenza basandosi su criteri morfologici, sulla base di una buona 
morfologia, assenza di cellule necrotiche, riespansione del blastocele 
(Cohen et al., 1986) e integrità della zona pellucida. Inoltre, sono state 
registrate le percentuali di embrioni che hanno ripreso il loro sviluppo e sono 
andati avanti negli stadi successivi dopo la cultura (tasso di sviluppo), così 
come la percentuale di embrioni sgusciati. 
 
3.1.5 Differential Staining e valutazione della frammentazione del DNA, 
mediante Colorazione Tunel 
 
Le blastocisti (XBL e HBL), di entrambi i gruppi, sopravvissute alla 
vitrificazione sono state sottoposte a Differential Staining combinato con il 
protocollo Tunel, precedentemente descritto (Fouladi-Nashta et al., 2005), 
cui sono state apportate lievi modifiche. Brevemente, la zona pellucida delle 
XBL vitali è stata rimossa con 0,2% di pronase in SOF tamponato con 
HEPES. Dopo tre lavaggi in PBS con lo 0,1% di polivinilpirrolidone (PVP), 
le blastocisti sono state incubate in una soluzione, preparata poco prima 
dell’utilizzo, di 0,2% Triton X-100 in PBS-PVP per 20 secondi per 
consentire una parziale permeabilizzazione, e immediatamente lavate per 
due volte in PBS-PVP. Per impedire la colorazione del RNA da parte dello 
ioduro di propidio (PI), gli embrioni sono stati prima incubati con RNase A 
(50 µg/ml in PBS-PVP) per 1 ora a 37°C al buio e poi sono stati trasferiti in 
PBS-PVP contenente 30 µg/ml di PI ed incubati al buio per 5 minuti a 37°C.  
Dopo due lavaggi in PBS-PVP, gli embrioni sono stati incubati in 
paraformaldeide al 4% (PFA) contenente 10 µg /ml di bis-benzimide 
(Hoechst 33342) per 30 minuti a temperatura ambiente (RT), e sottoposti a 
due lavaggi in PBS-PVP. Successivamente, gli embrioni sono stati 
permeabilizzati in una soluzione, preparata poco prima dell’utilizzo, di 0,1% 
Triton X-100 con 0,1% di sodio citrato (v/v) per 5 minuti in ghiaccio e poi 
sono stati lavati per due volte in PBS-PVP. Il kit Tunel (In Situ Cell Death 
Detection Kit Fluorescein) è stato utilizzato secondo le istruzioni. Gli 
embrioni sono stati incubati nella miscela di reazione della Tunel con una 
diluizione 1:10 della soluzione enzimatica (deossinucleotidiltrasferasi 
terminale) in camera umida per 45 minuti a 37°C al buio. I controlli positivi 
e negativi per il saggio Tunel, sono stati precedentemente incubati in 50 µl 
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di RQ1-RNA free DNase (50 U/ml) a 37°C al buio per 15 minuti. Dopo il 
lavaggio in PBS-PVP, i controlli positivi sono stati incubati in gocce della 
miscela TUNEL contenente la fluoresceina isotiocianato-coniugata dUTP e 
l’enzima per 45 minuti a 37°C al buio. I controlli negativi sono stati invece 
incubati in assenza dell’enzima. Gli embrioni fissati e colorati sono stati 
lavati tre volte in PBS-PVP, montati su vetrino per microscopio in una 
goccia di glicerolo e coperti con un vetrino coprioggetto in modo da 
posizionare tutti i nuclei sullo stesso piano focale. Successivamente, ogni 
embrione è stato analizzato usando un microscopio a fluorescenza (Eclipse 
E-600; Nikon, Japan) sotto luce ultravioletta con filtro di eccitazione DAPI 
(460 nm per la fluorescenza blu e rossa), TRITC (532 nm solo per il rosso) 
e filtri FITC (520 nm). Le immagini digitali di ciascun embrione sono state 
acquisite utilizzando il software NIS-Elements-F e una fotocamera digitale 
a colori ad alta risoluzione (Digital Sight DS-Fi 1C; Nikon, Japan) sono stati 
conteggiati le cellule del trofectoderma (TE) (rosso), del nodo embrionale o 
massa cellulare interna, i.e. ICM (blu) e i nuclei Tunel-positivi (verde) 
(Figura 3.1). Inoltre, è stata registrata la percentuale di blastocisti con livelli 
bassi (< 5%), medi (5-10%) e alti (> 10%) di frammentazione del DNA.  
 
3.1.6 Immunoistochimica per Caspasi 3  
 
Gli embrioni stoccati in base allo stadio di sviluppo (eBL, BL, XBL e HBL; 
Robertson e Nelson 2010), sono stati fissati in una soluzione di 
paraformaldeide al 4% (PFA) in PBS a temperatura ambiente per 45 minuti, 
lavati e stoccati in PBS-PVP a 4°C fino al momento dell’utilizzo. Il giorno 
della colorazione immunoistochimica, gli embrioni fissati sono stati lavati 
in PBS-PVP, permeabilizzati in una soluzione di bloccaggio (blocking 
buffer) composta da PBS con il 10% di siero di capra, 0,1% di BSA e 0,5% 
di Triton X-100 per 1 ora a temperatura ambiente e successivamente incubati 
con un anticorpo primario per caspase 3 (D-175, RabbitmAb 9664S, Cell 
Signaling Technology) diluito nel blocking buffer (1:50), per tutta la notte. 
Gli embrioni sono stati lavati in PBS-PVP e incubati con un anticorpo 
secondario FITC (anti-rabbitIgG-FITC) diluito in blocking buffer (1:1000), 
per 2 ore a temperatura ambiente. Infine, gli embrioni sono stati lavati in 
PBS-PVP e montati su un vetrino per microscopio, e coperti con un vetrino 
coprioggetto in una soluzione di colorazione 4,6-diamidino-2-phenylindole 
(DAPI) (H-1200, VectaShield; VectorLaboratories, Inc., Burlin-game, CA 
94010). Il controllo negativo della colorazione immunoistochimica è stato 
effettuato tramite l'omissione dell'anticorpo primario. La colorazione è stata 
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visualizzata utilizzando un microscopio fluorescente (Eclipse E-1000; 
Nikon, Japan) sotto la luce ultravioletta con filtri di eccitazione DAPI (460 
Nm per fluorescenza blu) e FITC (520 nm) acquisiti con una fotocamera 
Digital Sight DS-Fi 1C (Nikon, Japan), utilizzando un obiettivo 20x. Le 
immagini acquisite (Figura 3.2) sono state analizzate utilizzando Image J 
(National Istitutes of Health, Bethesda, MA). L’area totale dell'embrione e 
le aree interessate dall’attività delle caspasi 3 dei singoli embrioni sono state 
delineate manualmente con lo strumento di selezione poligono e misurate 
sulle immagini acquisite dal canale FITC. Il background di fondo e i legami 
aspecifici sono stati rimossi calcolando la media dei pixel per i controlli 
delle IgG e sottraendo questi valori dalla intensità media individuale dei 
pixel degli embrioni. Inoltre, sono state rimosse le aree che non 
corrispondevano all'embrione, comprese le aree all'interno dell'embrione tra 
le cellule e, le regioni dell'embrione che presentavano una rottura della zona 
pellucida, nei casi in cui ciò si verificava. 
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Fig. 3.1 Immagini di blastocisti bovine al giorno 7 vitrificate/riscaldate in assenza 
(controllo) (A.1-A.4 e C.1-C.4) o in presenza di 20 µM Z-VAD-FMK (B.1-B.4 e D.1-D.4). 
La tecnica Tunel combinata con differential staining è stata eseguita sia al riscaldamento 
(A.1-B.4) che dopo 48 ore di coltura (C.1-D.4). Le colorazioni Hoechst (blu), Ioduro di 
Propidio (rosso) e Tunel (verde) sono state esaminate con filtri DAPI, TRITC e FITC, per 
le cellule totali (A.1, B.1, C.1, D.1), il trofectoderma (A .2, B.2, C.2, D.2) e le cellule 
apoptotiche (A.3, B.3, C.3, D.3). Una sovrapposizione viene visualizzata in A.4, B.4, C.4 e 
D.4 (ingrandimento di 20x; bar: 20 µm). 
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Fig. 3.2 Immagini di blastocisti bovine al giorno 7 vitrificati/riscaldate in assenza 
(controllo) (A.1-A.4 e C.1-C.4) o in presenza di 20 µM Z-VAD-FMK (B.1-B.4 e D.1-D.4) 
sia al riscaldamento (A.1-B.3) che a 48 ore di coltura (C.1-D.3). La fluorescenza 
dell’anticorpo anti-caspase-3 (verde) è stata esaminata tramite il filtro FITC per la caspasi 
(A.2, B.2, C.2, D.2), mentre la colorazione DAPI (blu) è stata esaminata tramite il filtro 
DAPI per le cellule totali (A .1, B.1, C.1, D.1). È stata effettuata una sovrapposizione (A.3, 
B.3, C.3 e D.3) (ingrandimento 20x; bar: 100 pixel). 
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3.2 Analisi statistica 
 
Le percentuali di sopravvivenza, sviluppo e schiusa dopo la coltura post-
riscaldamento sono state confrontate, tra il gruppo controllo e il gruppo 
trattato con Z-VAD-FMK, tramite il Test Chi Quadrato. Differenze tra i 
gruppi nel numero di cellule, distribuzione nei foglietti embrionali, 
frammentazione del DNA e livello di caspasi 3 nella forma scissa sono stati 
analizzati tramite il test t di Student. La percentuale di blastocisti con diversi 
livelli di frammentazione del DNA (basso, medio e alto) nei due gruppi sono 
stati analizzati tramite il Test Chi Quadrato. 
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3.3 Risultati 
 
Le percentuali di cleavage (divisione a 2 cellule) e di blastocisti, calcolate 
sul totale dei COC e sugli embrioni divisi (media ± SE), erano 81,2 ± 1,1, 
29,5 ± 1,5 e 36,4 ± 1,9, rispettivamente, su nove repliche. Come riportato 
nella Tabella 3.1, il trattamento con 20 µM dell’inibitore delle caspasi Z-
VAD-FMK, ha migliorato la criotolleranza degli embrioni rispetto al 
controllo, come indicato dall'aumento delle percentuali di sopravvivenza (P 
<0,01) e di sviluppo (P <0,01) sia a 24 che a 48 ore di coltura post-
riscaldamento e dall’aumento delle percentuali di schiusa (P <0,05) a 48 ore 
di coltura dopo il riscaldamento. Vale la pena sottolineare che la 
distribuzione differenziale delle cellule dell’ICM e del TE nelle blastocisti 
al riscaldamento (tempo 0) non è risultata possibile, dato che gli embrioni 
avevano recuperato solo parzialmente la loro forma sferica, e non c’era 
modo di distinguere chiaramente l’ICM e il blastocoele (Tabella 3.2). Non 
sono state registrate differenze tra i gruppi nel numero medio di ICM, TE e 
cellule totali, così come nel rapporto delle ICM sulle cellule totali a 48 ore 
di coltura post-riscaldamento (Tabella 3.2). Al contrario, sia il numero 
medio che la percentuale di cellule con DNA frammentato è diminuita nelle 
blastocisti (P <0,01) trattate con Z-VAD-FMK rispetto al controllo al 
riscaldamento e dopo 48 ore di coltura (Tabella 3.3). L’esposizione delle 
blastocisti a20 µM di Z-VAD-FMK ha ridotto (P <0,01) il numero e la 
percentuale delle cellule con DNA frammentato sia all'interno dell'ICM che 
nel TE delle blastocisti dopo 48 ore di cultura post-riscaldamento (Tabella 
3.3). La maggior parte dei nuclei frammentati era situata nella regione 
dell’ICM in entrambi i gruppi (68,7 e 69,3%, rispettivamente nel controllo 
e nel gruppo Z-VAD-FMK). Inoltre, l’aggiunta di Z-VAD-FMK ha 
comportato un aumento (P <0,01) della percentuale di blastocisti con bassi 
livelli di frammentazione del DNA (<5%), e una diminuzione (P <0,01) 
della percentuale di blastocisti con livelli medi di frammentazione del DNA 
(5%- 10%) (Figura 3.3), sia al riscaldamento che a 48 ore di coltura post-
riscaldamento. Inoltre, nel gruppo arricchito con Z-VAD-FMK non sono 
state trovate blastocisti con alti livelli di frammentazione del DNA (> 10%) 
dopo riscaldamento e a 48 ore di coltura post-riscaldamento, mentre queste 
sono state osservate nel controllo dopo il riscaldamento (2,9%) e a 48 ore di 
coltura post-riscaldamento (7,9%), come mostrato in Figura. 3.2. Infine, sia 
le aree di fluorescenza (pixel2) interessate dall’attività delle caspasi 3 che la 
percentuale relativa alla superficie totale delle blastocisti risultavano ridotte 
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(P <0,01) in presenza di 20 µM dell’inibitore delle caspasi Z-VAD-FMK, 
sia al riscaldamento che a 48 ore di coltura post-riscaldamento (Tabella 3.4). 
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Tab. 3.1  Sopravvivenza, sviluppo e schiusa dopo 24 e 48 ore post-riscaldamento di blastocisti in assenza  (Controllo) o presenza di Z-
VAD-FMK 
 
A, B I valori all'interno di una colonna con apice differente indicano differenze significative a P <0,01 
a, b I valori all'interno di una colonna con diverso apice indicano differenze significative a P <0,05  
 
Stadio 
embrionale 
Gruppi n. 
24 ore post-riscaldamento 48 h ore post-riscaldamento 
Sopravvivenza 
n. (%) 
Sviluppo 
n. (%) 
Schiusa 
n. (%) 
Sopravvivenza 
n. (%) 
Sviluppo 
n. (%) 
Schiusa 
n. (%) 
Blastocisti 
precoci 
Controllo 100 69 (69.0)A 31 (31.0)a 1 (1.0) 44 (44.0)A 34 (34.0)A 7 (7.0)a 
Z-VAD 91 78 (85.7)B 42 (46.2)b 3 (3.3) 60 (65.9)B 48 (52.7)B 15 (16.5)b 
Blastocisti 
Controllo 54 40 (74.1)A 19 (35.2)a 1 (1.9) 33 (61.1)A 24 (44.4)A 14 (25.9) 
Z-VAD 46 43 (93.5)B 27 (58.7)b 4 (8.7) 43 (93.5)B 38 (82.6)B 15 (32.6) 
Blastocisti 
espanse 
Controllo 28 17 (60.7)a 7 (25.0) 5 (17.9) 16 (57.1) 12 (42.9) 11 (39.3) 
Z-VAD 18 16 (88.9)b 9 (50.0) 6 (33.3) 15 (83.3) 12 (66.7) 11 (61.1) 
Totale 
 
Controllo 182 126 (69.2)A 57 (31.3)A 7 (3.9) 93 (51.1)A 70 (38.5)A 32 (17.6)a 
Z-VAD 155 137 (88.4)B 78(50.3)B 13 (8.4) 118 (76.1)
B 98(63.2)B 41 (26.5)b 
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Tab. 3.2 Distribuzione delle cellule (mean ± SE) nel nodo embrionale (ICM) e nel trofectoderma (TE) al giorno 7 di blastocisti  bovine 
vitrificate a  0 e 48 ore post riscaldamento in assenza (Controllo) o presenza dell’inibitore. delle caspasi (Z-VAD-FMK) 
 
Gruppo Tempo n. ICM TE Cellule totali 
ICM cells 
(%) 
ratio ICM:TE 
Controllo 0 h 
 
35 - - 109.0 ± 3.4 - - 
Z-VAD 35 - - 116.3 ± 4.2 - - 
Controllo 48 h 
 
38 23.4 ± 1.1 108.5 ± 5.5 131.9 ± 5.9 18.4 ± 0.9 0.23 ± 0.01 
Z-VAD 38 24.4 ± 0.9 118.6 ± 5.0 143.0 ± 5.7 17.4 ± 0.4 0.21 ± 0,01 
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Tab. 3.3 Media (mean ± SE) e relative percentuali di frammentazione del Dna su cellule totali, nodo embrionale (ICM) e trofectoderma 
(TE) dopo 48 ore post-riscaldamento di in assenza (Controllo) o presenza di Z-VAD-FMK 
 
Gruppo Tempo (ora) n. FRAMMENTAZIONE DNA (n) FRAMMENTAZIONE DNA (%) 
   Total ICM TE Total ICM TE 
Controllo 
0 h 
35 6.1 ± 0.4A - - 5.7 ± 0.4A - - 
Z-VAD 35 3.1 ± 0.2B - - 2.7 ± 0.2B - - 
Controllo 
48 h 
38 7.7 ± 0.5A 5.26 ± 0.31A 2.39 ± 0.27A 6.1 ± 0.5A 25.55 ± 2.54A 2.25 ± 0.27A 
Z-VAD 38 4.7 ± 0.3B 3.26 ± 0.24B 1.45 ± 0.15B 3.4 ± 0.2B 13.55 ± 0.99B 1.29 ± 0.14B 
 
A,B  I valori all'interno di una colonna con apice differente indicano differenze significative a P <0,01 
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Tab. 3.4 Effetti di Z-VAD-FMK a 0 e 48 ore post-riscaldamento di  blastocisti in assenza (Controllo) o presenza di Z-VAD-FMK 
 
 
A,B  I valori all'interno di una colonna con apice differente indicano differenze significative a P <0,01 
 
 
 
 
 
 
 
Gruppo Tempo n. 
AREA TOT 
(pixels2) 
AREA CASP-3 
(pixels2) 
% AREA  
CASP-3 
Controllo 
0 ore 
 
27 183990.81 ± 8669.16 5474.15 ± 620.71 A 3.24 ± 0.46 A 
Z-VAD 29 202647.93 ± 11390.69 2291.17 ± 207.88 B 1.29 ± 0.17 B 
Controllo 
48 ore 
36 306443.25 ± 28174.71 13655.03 ± 1087.29 A 5.06 ± 0.41 A 
Z-VAD 42 334915.17 ± 29905.85 4261.43 ± 444.36 B 1.46 ± 0.17 B 
Esperimento 1 
 
 112 
 
a  
b  
A, B apici differenti indicano differenze significative P <0,01.  
Fig. 3.3 Le percentuali di blastocisti con livelli bassi (<5%), medi (5-10%) e alti (> 10%) 
di apoptosi subito dopo il riscaldamento (a) e a 48 ore di coltura post-riscaldamento (b), 
nel gruppo controllo e nel gruppo Z-VAD-FMK 
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3.4 Discussione 
 
Il razionale di questo lavoro nasce dalle osservazioni che la ridotta vitalità 
degli embrioni prodotti in vitro dopo crioconservazione sia in parte dovuta 
ad una anormale attivazione del fenomeno dell’apoptosi (Park et al., 2006). 
Pertanto, lo scopo è stato quello di valutare se l’utilizzo di un inibitore 
dell’apoptosi Z-VAD-FMK, prima, durante e dopo la vitrificazione potesse 
avere degli effetti benefici sulla criotolleranza embrionale. Lo Z-VAD-FMK 
è un inibitore delle caspasi che si lega ai siti catalitici della caspasi 3, 8 e 9, 
impedendo l'attivazione dell'iniziatore (caspasi 9 e 8) e/o dell'effettore 
(caspasi 3) della cascata apoptotica. I risultati del presente studio hanno 
dimostrato che il trattamento con l'inibitore della caspasi Z-VAD-FMK, 
migliora la criotolleranza degli embrioni bovini prodotti in vitro, 
prevenendo l'apoptosi indotta da crioconservazione. Infatti, la resistenza alla 
crioconservazione è aumentata negli embrioni trattati con Z-VAD-FMK, 
come dimostrato dalle maggiori percentuali di sopravvivenza, sviluppo e 
sguscia mento dopo 24 e 48 ore di coltura post-riscaldamento. Inoltre, 
l'esposizione degli embrioni a Z-VAD-FMK non ha modificato né il numero 
delle cellule né la distribuzione cellule delle stesse all’interno dell’ICM e 
del TE, entrambe essenziali ai fini di un corretto sviluppo embrionale 
(Iwasaki et al., 1990; Koo et al., 2002; Knijn et al., 2003). È noto che la 
criotolleranza dell'embrione è un marker efficiente della qualità 
dell’embrione (Imai et al., 2002; Rizos et al., 2003) e che la percentuale di 
schiusa post-riscaldamento è il parametro più importante, poiché questo 
processo è probabilmente compromesso dopo la crioconservazione, a causa 
dell’indurimento della zona pellucida (Carroll et al., 1990; Matson et al., 
1997). L'efficacia del trattamento con Z-VAD-FMK è stata maggiore in 
questo studio rispetto ad un lavoro precedente effettuato su embrioni porcini 
prodotti in vitro, in cui era stato riportato un miglioramento della morfologia 
dopo 18 ore di coltura, senza però alcun effetto sulla sopravvivenza e sui 
tassi di schiusa dopo 24 ore di coltura (Men et al., 2006). I nostri risultati 
sono in accordo con altri lavori precedenti, che avevano descritto un 
aumento della vitalità post-scongelamento in diverse cellule di mammifero 
tramite l’inibizione dell’apoptosi indotta dalla crioconservazione (Stroh et 
al., 2002; Heng et al., 2007). La crioconservazione degli embrioni porta a 
differenti danni nelle cellule, come la rottura del citoscheletro (Dobrinsky, 
1996), danni alla membrana (Wolfe e Bryant, 1999; Acker et al., 2001), oltre 
ad un aumento del DNA frammentato e apoptosi (Behr et al., 2002; Pomar 
et al., 2005; Park et al., 2006). Al fine di valutare se l'effetto di Z-VAD-
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FMK sulla criotolleranza dell'embrione fosse effettivamente dovuto alla 
ridotta apoptosi, sono state valutate la frammentazione del DNA mediante 
colorazione Tunel e dell’attività della caspasi 3 mediante 
immunoistochimica. Sebbene la colorazione Tunel sia la tecnica attualmente 
più utilizzata per la valutazione dell'apoptosi negli embrioni nella fase del 
pre-impianto (Collins et al., 1997; Park et al., 2006; Zullo  et al., 2016a; 
Zullo et al., 2016b), la sua specificità è bassa. Infatti, la Tunel identifica la 
frammentazione del DNA che è anche stata osservata in altri processi di 
morte cellulare, come nella necrosi (Baguisi et al., 2000). Pertanto, abbiamo 
studiato tramite l'immunoistochimica l'attività della caspasi 3, nota per 
essere a valle delle vie apoptotiche. La funzione di induzione alla morte 
mediata dalle caspasi è stata studiata da diversi autori negli embrioni pre-
impianto di mammifero (Moley et al., 1998; Xu et al., 2001). In particolare, 
l'attivazione delle caspasi 3 gioca un ruolo fondamentale negli ultimi eventi 
della cascata apoptotica ed è anche conosciuta come il "punto di non ritorno" 
(Zhivotovsky et al., 1997). 
È interessante notare che l'attività delle caspasi 3 e la frammentazione del 
DNA seguono lo stesso andamento sia al riscaldamento che dopo 48 ore di 
coltura post-riscaldamento, confermando l'efficacia di Z-VAD-FMK 
nell’inibire l'apoptosi. In particolare, i risultati di immunoistochimica hanno 
mostrato una riduzione delle aree interessate dall'attività delle caspasi 3, in 
linea con una diminuzione dell'indice di frammentazione del DNA 
evidenziato con la Tunel, in embrioni trattati con Z-VAD-FMK. Sebbene il 
numero di cellule totali ed il rapporto ICM:TE non sia stato alterato, il 
trattamento con Z-VAD-FMK ha determinato una riduzione del numero e 
della percentuale di cellule con DNA frammentato sia nelle regioni 
dell’ICM che del TE delle blastocisti, senza influenzare la distribuzione dei 
nuclei Tunel-positivi nelle regioni dell'embrione. Infatti, la maggior parte 
dei nuclei frammentati è stata rilevata nell'ICM, confermando studi 
precedenti (Marquez-Alvarado et al., 2004; Korhonen et al., 2010; Sudano 
et al., 2011). L'aumento della percentuale di blastocisti con un basso indice 
di frammentazione del DNA (<5%) nel gruppo trattato è un risultato 
importante, poiché un'alta incidenza di morte cellulare indica condizioni di 
coltura sub-ottimali e danni da congelamento (Park et al., 2006). Questi 
risultati presi insieme suggeriscono che un miglioramento della 
criotolleranza osservato nel gruppo Z-VAD-FMK potrebbe essere dovuto 
all'inibizione dell'apoptosi. Vale la pena ricordare che durante lo sviluppo 
embrionale l'apoptosi è fisiologica per eliminare le cellule difettose 
(Metcalfe et al., 1999; Jurisicova et al., 1998), mentre un’anormale 
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percentuale dovuta a condizioni sub-ottimali è associata ad una scarsa 
qualità dell'embrione (Betts e King, 2001). È noto che l'apoptosi può essere 
indotta da diversi stimoli non fisiologici, comprese le variazioni di 
temperatura (Wyllie, 1981). La crioconservazione porta ad un aumento dello 
stress ossidativo, causando perossidazione lipidica, danni strutturali e alla 
membrana (Somfai et al., 2007), oltre a scatenare la cascata apoptotica 
(Yang et al., 1998; Guerin et al., 2001). Un ruolo cruciale dell'apoptosi nei 
danni da freddo della cellula è stato suggerito da Stroh et al.,(2002) che 
hanno dimostrato che la crioconservazione induce l'attività pro-apoptotica 
delle caspasi 3 nelle cellule ematopoietiche e l'inibizione delle caspasi da 
parte di Z-VAD-FMK migliora la loro sopravvivenza post 
crioconservazione (Stroh et al., 2002). In questo esperimento, il 
miglioramento della criotolleranza e la normale morfologia dell'embrione in 
termini di numero e distribuzione delle cellule degli embrioni trattati, 
suggeriscono che l’inibitore delle caspasi Z-VAD-FMK ha mirato 
principalmente alle cellule danneggiate dall'apoptosi indotta da 
crioconservazione. Tuttavia, non è possibile escludere che l'inibizione della 
via dell'apoptosi, fondamentale per regolare il rinnovo e la proliferazione 
cellulare durante lo sviluppo embrionale, possa avere effetti collaterali a 
lungo termine. Èimportante sottolineare che nel nostro esperimento 
l'inibizione dell'apoptosi è parziale perché un livello basale di caspasi 3 
attivata è stato rilevato anche negli embrioni trattati con Z-VAD-FMK, 
suggerendo che esiste un livello fisiologico di caspasi 3 attiva per assicurare 
lo sviluppo dell'embrione. Tuttavia, questa questione dovrebbe essere 
affrontata in studi futuri valutando lo sviluppo a termine di embrioni trattati 
con Z-VAD-FMK dopo il trasferimento embrionale. In conclusione, i 
risultati di questo studio hanno dimostrato che il trattamento degli embrioni 
bovini prodotti in vitro in presenza dell'inibitore della caspasi Z-VAD-FMK 
aumenta la criotolleranza dell'embrione, limitando l'apoptosi indotta da 
crioconservazione. Questa potrebbe essere una strategia semplice ed 
economica per migliorare l'efficienza della crioconservazione degli 
embrioni bovini, fondamentale per una maggiore diffusione della tecnologia 
di produzione embrionale in vitro in campo. Tuttavia, sono necessari 
ulteriori studi per valutare la vitalità dell'embrione a lungo termine, 
valutando la loro capacità di impianto e di gravidanza dopo il trasferimento 
degli embrioni, prima di possibili applicazioni commerciali. 
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Capitolo 4 
 
Esperimento 2: Influenza dell’inibitore della caspasi,  
Z-VAD-FMK, sulla criotolleranza degli oociti bovini maturati 
in vitro 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esperimento 2 
 
 123 
4.1 Materiali e metodi 
 
4.1.1 Disegno sperimentale 
 
Lo scopo di questo lavoro è stato quello di valutare se un trattamento con 
l'inibitore delle caspasi Z-VAD-FMK, prima, durante e dopo la 
vitrificazione di oociti bovini maturati in vitro, risultasse efficace nel ridurre 
l’apoptosi indotta dal processo di crioconservazione, migliorandone la 
sopravvivenza e la competenza allo sviluppo embrionale post-
congelamento. In particolare, gli effetti dell'inibizione dell'apoptosi sulla 
crioconservazione, sono stati valutati sulla vitalità, sul potenziale di 
membrana mitocondriale, sulla frammentazione del DNA, sull'attività delle 
caspasi e sulla competenza allo sviluppo embrionale degli oociti bovini 
maturati in vitro. A tale fine, gli oociti sono stati recuperati da ovaie in sede 
di macellazione e maturati in vitro utilizzando una procedura standardizzata, 
che sarà descritta di seguito.  
Dopo 21 ore di maturazione gli oociti sono stati divisi in tre gruppi: un 
gruppo di oociti non vitrificati (controllo freschi, F-CTR) e due gruppi di 
oociti vitrificati, rispettivamente non trattati (controllo vitrificati, V-CTR) e 
trattati con 20 µM Z-VAD-FMK (vitrificati trattati, V-ZVAD). Gli oociti 
del gruppo F-CTR sono stati spostati in un terreno di maturazione standard 
fresco per 1 ora e processati direttamente senza ricorrere alle procedure di 
vitrificazione/riscaldamento. Per i gruppi di vitrificazione gli oociti sono 
stati pretrattati per 1 h nel terreno di maturazione supplementato con 0 (V-
CTR) e 20 µM (V-ZVAD) dell'inibitore delle caspasi Z-VAD-FMK, quindi 
sono stati parzialmente denudati delle cellule del cumulo e sottoposti a 
vitrificazione/riscaldamento, per poi essere posti nuovamente nel terreno di 
maturazione per 2 ore per permetterne la ripresa, in presenza/assenza di Z-
VAD-FMK. Pertanto, nel gruppo trattato (20 µM), Z-VAD-FMK è stato 
aggiunto prima della vitrificazione, durante la vitrificazione (sia nei terreni 
di vitrificazione e di riscaldamento) e durante le 2 ore di coltura post-
riscaldamento.  
Per valutare la competenza allo sviluppo embrionale gli oociti (n=111, 109 
e 110, su un totale di 4 repliche, rispettivamente nei gruppi di controllo 
freschi, controllo vitrificati e Z-VAD-FMK vitrificati) sono stati fecondati e 
coltivati in vitro.  
Per ciascuna replica, un numero rappresentativo di oociti per ogni gruppo 
(circa 10-15) è stato utilizzato per valutare la frammentazione del DNA 
tramite colorazione Tunel (n= 49, 44 e 44 rispettivamente nei gruppi di 
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controllo freschi, controllo vitrificati e Z-VAD-FMK vitrificati), il 
potenziale di membrana mitocondriale tramite colorazione JC-1 (n= 58, 56 
e 48 rispettivamente nei gruppi di controllo freschi, controllo vitrificati e Z-
VAD-FMK vitrificati e l’attività delle caspasi 3 tramite colorazione 
immunoistochimica (n= 43, 46 e 44 rispettivamente nei gruppi di controllo 
freschi, controllo vitrificati e Z-VAD-FMK vitrificati).  
 
4.1.2 Terreni e reagenti 
 
Tutti i prodotti chimici sono stati ottenuti da Sigma-Aldrich/Merck (Milano, 
Italia). La Dnasi RNA-free e la RNase sono state ottenute da Roche 
Diagnostics Corporation (Indianapolis, IN, USA). L'inibitore della caspasi 
Z-VAD-FMK da Promega Corporation (Madison, WI, USA) in polvere è 
statos disciolto in dimetilsulfossido (DMSO). La concentrazione finale 
testata è stata 20 µM. É stata preparata una prima soluzione madre di 100 
mM di Z-VAD-FMK e successivamente da questo stock è stata effettuata 
una diluizione 1:5 per preparare la seconda soluzione madre di 20 mM. 
Questa soluzione madre è stata aliquotata e conservata a -20°C fino al giorno 
dell’utilizzo. Per ottenere la concentrazione desiderata (20 µM) e per ridurre 
al minimo la quantità di DMSO durante il pretrattamento, la vitrificazione, 
il riscaldamento e le 2 ore post-riscaldamento, la soluzione madre di Z-
VAD-FMK è stata diluita 1:1000 nel terreno di maturazione e nei terreni di 
vitrificazione/riscaldamento. Il terreno di aspirazione usato è stato il TCM 
199 supplementato con 25 mM di HEPES, 2 mM di bicarbonato di sodio, 2 
mM  di piruvato di sodio, 1 mM di L-Glutammina, 10 µl/ml di amfotericina 
B (H199) supplementato con 2% di siero bovino adulto (BS) e 95.6SI/ml di 
eparina. Il terreno di maturazione usato è stato il TCM 199 supplementato 
con 15% BS, 0.5 µg/ml di FSH, 5 µg/ml di LH, 0.8 Mm di L-Glutammina e 
50 µg/ml di gentamicina. Come terreno di fecondazione è stato utilizzato il 
Tyrode's modified medium (Parrish et al., 1986) senza glucosio e albumina 
del siero bovino (BSA), supplementato con 5,3 SI/ml  di eparina, 30 µM di 
penicillammina, 15 µM di ipotaurina, 1 µM di epinefrina e 1% di BS. Il 
terreno Sperm-Talp è stato usato per la separazione del seme. Il terreno di 
coltura consisteva nel SOF, con 30 µl/ml di aminoacidi essenziali, 10 µl/ml 
di aminoacidi non essenziali e 5% di BS.  
Il terreno utilizzato durante il pre-trattamento è stato TCM 199 
supplementato con 15% BS, mentre il terreno base per la vitrificazione e per 
le soluzioni di riscaldamento è stato preparato partendo dal H199 con il 20% 
di BS. Il terreno di equilibrio (VS1) consisteva nel 7,5% di DMSO e 7,5% 
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di EG nel terreno base; la soluzione di vitrificazione (VS2) consisteva nel 
15% di DMSO e 15% di EG con 0,5 M di saccarosio nel terreno base. Le 
soluzioni di riscaldamento utilizzate sono state 1 M, 0,5 M e 0,25 M di 
saccarosio nel terreno base. 
 
4.1.3 Raccolta oociti e maturazione in vitro (IVM) 
 
Gli oociti provenienti dalla macellazione sono stati maturati in vitro secondo 
la nostra procedura standard (Rubessa et al., 2011). In breve, le ovaie bovine 
sono state recuperate da un macello locale e trasportate al laboratorio in 
soluzione fisiologica ad una temperatura di 30-35 °C. I complessi cumulo-
oocita (COC) sono stati aspirati da follicoli di 2-8 mm di diametro e solo 
quelli con un citoplasma uniforme e un multistrato di cellule del cumulo 
sono stati selezionati, sono stati lavati due volte nel terreno di aspirazione e 
una volta nel terreno di maturazione. Gruppi di 25 COC sono stati maturati 
in 400 μl di IVM, coperti con olio minerale, in una piastra a quattro pozzetti 
(NuncTM, Roskilde, Danimarca), per 21 ore a 39°C con il 5% di CO2. 
Successivamente spostati per 1 ora a 39 °C con il 5% di CO2 in terreno di 
maturazione supplementato o meno con 20 μM di Z-VAD-FMK.  
 
4.1.4 Vitrificazione e riscaldamento 
 
 Dopo l'IVM, i COC sono stati lavati e le cellule del cumulo sono state 
rimosse parzialmente e meccanicamente tramite vortex in H199 
supplementato con il 5% di BS. Gli oociti parzialmente denudati sono stati 
vitrificati con il metodo Cryotop precedentemente descritto (Escribano et 
al., 2016). 
Gli oociti sono stati trasferiti in 3 gocce da 75 µl di VS1 per una durata totale 
di 10/15 minuti, che dipendeva dal tempo necessario al ripristino 
dell’espansione del citoplasma dopo l’iniziale coartazione, dopodiché sono 
stati trasferiti in 4 gocce da 50 μl di VS2 per una durata complessiva di 45/60 
secondi. Gruppi di 4-6 oociti sono stati caricati con un capillare di vetro 
sull’estremità di ciascun Cryotop nel minimo volume possibile. Dopo il 
caricamento, quasi tutta la soluzione è stata rimossa (volume finale di <0,1 
μl circa) e il Cryotop è stato rapidamente immerso in azoto liquido, entro 25 
secondi. Per il riscaldamento, la procedura consisteva in 4 passaggi 
utilizzando concentrazioni decrescenti di saccarosio. L’estremità del 
Cryotop è stata posta direttamente in 3 ml di soluzione 1 M di saccarosio 
per 1 minuto, gli oociti recuperati sono stati successivamente trasferiti in una 
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goccia di 200 μl di soluzione 0.5 M di saccarosio per 3 minuti, quindi in una 
goccia di 0.25 M di saccarosio per 5 minuti ed infine in un terreno di 
lavaggio H199 + 10% di FCS per 5 minuti. Quindi gli oociti dei due gruppi 
di vitrificazione sono stati trasferiti per 2 ore in IVM in assenza (controllo 
vitrificati) e presenza di 20 μM Z-VAD-FMK (Z-VAD-FMK vitrificati) a 
39°C con il 5% di CO2, per permetterne la ripresa. 
 
4.1.5 Fecondazione e coltura in vitro 
 
Dopo la fase di maturazione gli oociti sono stati lavati nel terreno di 
fecondazione e trasferiti, circa 25-30 per pozzetto, in 300 μl di terreno di 
fecondazione, coperto con olio minerale in una piastra a 4 pozzetti. Il seme 
congelato di un toro precedentemente testato per la fecondazione in vitro è 
stato scongelato e separato sui gradienti discontinui di Percoll (45% e 80%). 
Il pellet è stato risospeso con 2 ml di terreno Sperm-Talp e centrifugato due 
volte, a 160 e 108 g per 10 minuti. Successivamente il pellet è stato diluito 
con terreno IVF e aggiunto nei pozzetti di fecondazione alla concentrazione 
di 1 x 106 spermatozoi/ml. I gameti sono stati co-incubati per 20 ore a 39° 
C, con una concentrazione di CO2 del 5%; quindi i presunti zigoti sono stati 
vortexati per 2 minuti per rimuovere le cellule del cumulo in H199 
supplementato con il 5% di BS, sono stati lavati due volte nello stesso 
terreno e messi in coltura (30-35 per pozzetto) in 400 μl di terreno SOF. Le 
piastre sono state incubate ad una temperatura di 39°C in un’atmosfera 
modificata con il 5% di CO2, 7% di O2 e 88% di N2 all’interno di un camera 
modulare a tenuta umidificata. La percentuale di oociti sopravvissuti è stata 
valutata al momento della fecondazione in vitro (giorno 0), mentre il 
cleavage e la resa in blastocisti sono state valutate al giorno 7. 
 
4.1.6 Valutazione della frammentazione del DNA, mediante Colorazione 
Tunel/Hoechst 33342 
 
Gli oociti dei tre gruppi sperimentali sono stati sottoposti a colorazione 
Tunel, precedentemente descritta (Yuan et al 2005) con delle piccole 
modifiche, per valutare la frammentazione del DNA. Dopo 3 lavaggi in una 
soluzione di PBS con l’1 % di polivinilpirrolidone (PBS-PVP) gli oociti 
sono stati fissati in paraformaldeide al 4 % per 45 minuti a temperatura 
ambiente (RT). Quindi i campioni sono stati lavati in PBS-PVP ed incubati 
in una soluzione, preparata poco prima dell’utilizzo, di 0,5% Triton X-100 
con 0,1% di sodio citrato (v/v) in PBS per 45 minuti a RT. Quindi alcuni 
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campioni, da utilizzare come controlli positivi e negativi per il saggio Tunel, 
sono stati precedentemente incubati in 50 µl di RQ1-RNA free DNase (50 
U/ml) a 37°C al buio per 15 minuti, mentre i campioni della prova sono stati 
lasciati in PBS-PVP. Al termine dell’incubazione la colorazione Tunel è 
stata eseguita utilizzando il kit In Situ Cell Death Detection Kit Fluorescein 
secondo le istruzioni. Brevemente, gli oociti sono stati incubati nella miscela 
di reazione della Tunel con una diluizione della soluzione enzimatica di 1:10 
(terminal deoxy-nucleotidyl transferase) nella label solution (nucleotide 
mixture) in camera umida per 1 ora a 37°C al buio. Dopo il lavaggio in PBS-
PVP, i controlli positivi sono stati incubati in gocce della miscela Tunel 
contenente la fluoresceina isotiocianato-coniugata dUTP e l’enzima 
terminal deoxynucleotidyltransferase per 1 ora a 37°C al buio. I controlli 
negativi, invece, sono stati incubati in gocce della label solution fluorescente 
in assenza dell’enzima.  
A questo punto sia i controlli che gli oociti dei gruppi sperimentali sono stati 
lavati in PBS-PVP per 3-4 volte ed incubati a 37 °C per 15 minuti con 1 
µg/ml Hoechst 33342, lavati nuovamente in PBS-PVP e montati su vetrino 
per microscopio in una goccia di glicerolo, coperto con un vetrino 
coprioggetto. Successivamente, ogni oocita è stato analizzato usando un 
microscopio a fluorescenza (Eclipse E-600; Nikon, Japan) sotto luce 
ultravioletta con filtro di eccitazione DAPI (460 nm per la fluorescenza blu), 
e filtri FITC (520 nm). Le immagini digitali di ciascun oocita sono state 
acquisite utilizzando il software NIS-Elements-F e una fotocamera digitale 
a colori ad alta risoluzione (Digital Sight DS-Fi 1C; Nikon, Japan). La 
presenza del nucleo nella cellula è visualizzata con il colore blue, mentre i 
nuclei frammentati si colorano in verde (Figura 4.1). 
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Fig. 4.1 Immagini di oociti bovini maturi vitrificati in assenza (controllo; A1-B1) e in 
presenza dell’inibitore delle caspasi 20 µM Z-VAD-FMK (A2-B2). Oociti colorati con 
Hoechst 33342(A1-A2); oociti colorati con la Tunel (B1-B2) e con DNA frammentato 
(B2). 
 
4.1.7 Valutazione del potenziale di membrana mitocondriale ΔΨm 
 
Il potenziale di membrana mitocondriale è stato valutato tramite la 
colorazione JC-1 (5,5,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethyl-
imidacarbocyanine iodide) (Thermofisher Scientific, T3168), già descritta 
in precedenza da Jones et al 2004. 
Al termine della maturazione per gli oociti freschi ed al termine delle 2 ore 
di coltura post-riscaldamento per i vitrificati, gli oociti sono stati lavati in 3-
4 gocce di TCM-hepes e, quindi, esposti a 1mg/ml di JC-1 per 30 minuti a 
37°C al buio. Dopo l’incubazione sono stati lavati 3-4 volte in TCM-Hepes 
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e montati su un vetrino in una goccia di glicerolo, coperto da coprioggetto. 
La colorazione è stata visualizzata utilizzando un microscopio fluorescente 
(Eclipse E-1000; Nikon, Japan) sotto la luce ultravioletta con filtri di 
eccitazione TRITC (532 nm per fluorescenza rossa) e FITC (520 nm per 
fluorescenza verde) acquisiti con una fotocamera Digital Sight DS-Fi 1C 
(Nikon, Japan), utilizzando un obiettivo 20x. Le immagini acquisite (Figura 
4.2) sono state analizzate utilizzando Image J (National Istitutes of Health, 
Bethesda, MA). La fluorescenza di JC-1 ha due picchi di emissione, laddove 
la fluorescenza rossa (JC-1 dimeri) indica alta polarizzazione mitocondriale 
(alto potenziale di membrana), mentre quella verde (JC-1 monomeri) indica 
bassa polarizzazione mitocondriale (basso potenziale di membrana). 
L’attività mitocondriale può essere valutata tramite il rapporto tra la 
fluorescenza rossa e quella verde. 
 
 
 
Fig. 4.2 Immagini di oociti bovini maturi freschi (A1-B1-C1) vitrificati in assenza 
(controllo; A2-B2-C2) e in presenza dell’inibitore delle caspasi 20 µM Z-VAD-FMK (A3-
B3-C3). Le immagini contraddistinte dalle lettere A1-A2-A3 rappresentano oociti con 
basso potenziale di membrana (JC-1  verde), quelle con le lettere B1-B2-B3 rappresentano 
oociti con alto potenziale di membrana (JC-1 rosso), le immagini invece con le lettere C1-
C2-C3 sono state sovrapposte. 
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4.1.8 Immunoistochimica per caspasi 3  
 
Gli oociti sono stati fissati in una soluzione di paraformaldeide 4% (PFA) in 
PBS a temperatura ambiente per 45 minuti, lavati e stoccati in PBS-PVP 
(1%) a 4°C fino al momento dell’utilizzo. Il giorno della colorazione 
immunoistochimica, gli oociti fissati sono stati lavati in PBS-PVP, 
permeabilizzati in un blocking buffer composto da PBS con il 10% di siero 
di capra, 0,1% BSA e 0,5% Triton X-100 per 1 ora a RT, e successivamente 
incubati con un anticorpo primario per caspase 3 (D-175, Rabbit mAb 
9664S, Cell Signaling Technology) diluito nel blocking buffer (1:50), per 
tutta la notte. Gli embrioni sono stati lavati in PBS-PVP e incubati con un 
anticorpo secondario FITC (F-0382, anti-rabbitIgG-FITC, Sigma) diluito in 
blocking buffer (1:1000), per 1 ora  a temperatura ambiente. Infine, gli oociti 
sono stati lavati in PBS-PVP, colorati con 10 µg /ml di bis-benzimide 
(Hoechst 33342) per 15 minuti a RT al buio, lavati nuovamente in PBS-
PVP, montati su un vetrino per microscopio in una goccia di glicerolo e 
coperti con un vetrino coprioggetto. Il controllo negativo della colorazione 
immunoistochimica è stato effettuato tramite l'omissione dell'anticorpo 
primario, mentre per il controllo positivo è stata fatta un’incubazione in 50 
µl di RQ1-RNA free DNase (50 U/ml) a 37°C al buio per 15 minuti subito 
dopo la fissazione in parafolmaldeide. La colorazione è stata visualizzata 
utilizzando un microscopio fluorescente (Eclipse E-1000; Nikon, Japan) 
sotto la luce ultravioletta con filtri di eccitazione DAPI (460 nm per 
fluorescenza blu) e FITC (520 nm) acquisiti con una fotocamera Digital 
Sight DS-Fi 1C (Nikon, Japan), utilizzando un obiettivo 20x. Le immagini 
acquisite (Figura 4.3) sono state analizzate utilizzando Image J (National 
Istitutes of Health, Bethesda, MA). L’area totale dell'oocita è stata delineata 
manualmente con lo strumento di selezione poligono e sono state analizzate 
le immagini acquisite dal canale FITC. Il background di fondo e i legami 
aspecifici sono stati rimossi calcolando la media dei pixel per i controlli 
delle IgG e sottraendo questi valori dall’ intensità media individuale dei 
pixel degli oociti. Inoltre, le aree che non corrispondevano all’oocita sono 
state rimosse, e, laddove avveniva, le regioni dell’oocita che presentavano 
una rottura della zona pellucida. 
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Fig. 4.3 Immagini di oociti bovini maturi vitrificati. Oociti colorati con Hoechst 33342(A1); 
oociti colorati con anticorpo secondario per caspase 3 FITC (B1). 
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4.2 Analisi statistica 
 
Le differenze tra i gruppi nelle percentuali di sopravvivenza, cleavage e 
blastocisti sono state analizzate mediante ANOVA e il test di Tukey è stato 
usato per  il confronto tra i gruppi. La stessa analisi è stata effettuata per 
confrontare le percentuali di frammentazione del DNA, il potenziale di 
membrana mitocondriale e l’attività caspasica. Sono stati considerati come 
significativi livelli del 5% (P< 0,05). 
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4.3 Risultati 
 
Come si evince dalla Tabella 4.1, la vitrificazione degli oociti ha 
determinato un decremento significativo della sopravvivenza (P<0,01), così 
come delle percentuali di cleavage (P<0,05) e di blastocisti (P<0,01). Non 
sono, invece, emerse differenze significative tra i due gruppi di 
vitrificazione; infatti, gli oociti trattati con l’inibitore delle caspasi Z-VAD-
FMK hanno dati percentuali di sopravvivenza, cleavage e blastocisti 
comparabili a quelle degli oociti non trattati (V-CTR). 
 
Tab. 4.1 Tassi di sopravvivenza, di cleavage e rese in blastocisti di oociti freschi (F-CTR) 
e vitrificati in assenza (V-CTR) e presenza di 20 µM ZVAD-FMK (V-ZVAD), su un totale 
di 4 repliche. 
 
A,B  I valori all'interno di una colonna con apice differente indicano differenze significative a P<0,01 
a,b  I valori all'interno di una colonna con apice differente indicano differenze significative a P <0,05 
 
La vitrificazione ha determinato altresì un aumento significativo 
dell’apoptosi, come indicato dalle percentuali più elevate (P<0,01) di oociti 
che mostravano frammentazione del DNA in entrambi i gruppi di 
vitrificazione rispetto al gruppo F-CTR (19.3 ± 7.2 vs 4.4 ± 3.0, 
rispettivamente; Figura 4.4). Invece, non sono state registrate differenze 
significative tra i due gruppi di vitrificazione, V-CTR e V-ZVAD (Figura 
4.4).    
 
Gruppi n Sopravvivenza 
(%) 
Cleavage 
(%) 
Blastocisti/COC 
(%) 
Blastocisti/divisi 
(%) 
   Media ± SE Media ± SE Media ± SE 
F-CTR 111 100.0 ± 0.0A 73.1 ± 6.1a 40.1 ± 8.5A 55.1 ± 10.8A 
V-CTR 109 87.1 ± 1.4B 42.4 ± 1.7b 6.7 ± 2.0B 15.3 ± 4.4B 
V-ZVAD 110 88.0 ± 0.8B 47.7 ± 9.9b 6.2 ± 2.1B 12.7 ± 5.6B 
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A,B Barre contrassegnate da lettere diverse sono significativamente differenti; P<0,01 
Fig. 4.4 Percentuali di oociti con DNA frammentato (media ± SE) in oociti freschi (F-CTR) 
e vitrificati in assenza (V-CTR) e presenza di 20 µM ZVAD-FMK 
 
La Figura 4.5 mostra il potenziale di membrana mitocondriale che è 
diminuito significativamente (P<0,05) nel gruppo di oociti vitrificati in 
assenza di trattamento (V-CTR; 1.0 ± 0.1) per ritornare ai livelli del gruppo 
F-CTR (1.3 ± 0.1) quando gli oociti erano esposti all’inibitore delle caspasi 
(V-ZVAD; 1.2 ± 0.1). 
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a,b Barre contrassegnate da lettere diverse sono significativamente differenti; P<0,05 
A,B Barre contrassegnate da lettere diverse sono significativamente differenti; P<0,01 
 
Fig. 4.5 Potenziale di membrana mitocondriale (ΔΨm) indicato dal rapporto di 
fluorescenza verde/rosso (media ± SE), di oociti freschi (F-CTR) e vitrificati in assenza (V-
CTR) e presenza di 20 µM ZVAD-FMK 
 
Come mostrato nella Tabella 4.2, l’attività della caspasi 3 non è stata 
influenzata né dalla vitrificazione né dal trattamento con ZVAD-FMK. 
 
Tab. 4.2 Attività della caspasi 3 attivata in oociti freschi (F-CTR) e in oociti vitrificati in 
assenza (V-CTR) e presenza dell’inibitore delle caspasi Z-VAD-FMK (V-ZVAD) 
 
Gruppo 
n Attività Caspasi 3 
F-CTR 43 0.88 ± 0.07 
V-CTR 46 0.72 ± 0.07 
V-ZVAD 44 0.85 ± 0.08 
 
 
 
 
 
 
a
b
a
0,8
0,9
1
1,1
1,2
1,3
1,4
1,5
F-CTR V-CTR V-ZVAD
R
ap
po
rt
o 
ve
rd
e/
ro
ss
o 
(ΔΨ
m
)
Esperimento 2 
 
 136 
4.4 Discussione 
 
Lo scopo di questo esperimento era di verificare l’efficacia del trattamento 
di oociti bovini maturati in vitro con un inibitore delle caspasi nel prevenire 
l’apoptosi indotta dalla crioconservazione e migliorare la criotolleranza. I 
risultati di questo esperimento hanno confermato che la vitrificazione 
determina danni a livello del DNA e del potenziale di membrana 
mitocondriale che si traducono in una ridotta sopravvivenza e competenza 
allo sviluppo degli oociti bovini, attestata dalla diminuzione significativa dei 
tassi di cleavage e blastocisti. L’ipotesi del lavoro non è però stata 
confermata, in quanto il trattamento degli oociti con l’inibitore delle caspasi 
Z-VAD-FMK prima, durante e dopo la vitrificazione, non è risultato 
efficace nel prevenire l’apoptosi indotta dalla crioconservazione stessa né 
tantomeno nel migliorare la resistenza degli oociti al processo di 
crioconservazione.  
È noto che la crioconservazione dei gameti femminili è allo stato attuale 
ancora una sfida aperta e che l’insuccesso della tecnica è ascrivibile a 
peculiarità della cellula uovo, che la rendono particolarmente vulnerabile 
agli insulti da freddo. Nonostante un’ingente mole di studi effettuati nelle 
varie specie domestiche, lo sviluppo di numerosi protocolli innovativi di 
vitrificazione, l’utilizzo di miscele di crioprotettori meno tossiche, un 
denominatore comune è rappresentato dalla perdita della competenza 
oocitaria allo sviluppo (Vajta e Kuwayama, 2006; Ledda et al., 2007). 
Diversi lavori hanno dimostrato che la vitrificazione è vantaggiosa rispetto 
al congelamento lento soprattutto per cellule particolarmente sensibili come 
gli oociti in quanto by-passa la formazione dei cristalli di ghiaccio, 
attenuando i danni meccanici alla cellula (Zhou e Li, 2009). Tuttavia anche 
la tecnica di vitrificazione ha dei punti critici, quali la tossicità dei 
crioprotettori, utilizzati ad elevate concentrazioni, nonché lo shock termico 
ed osmotico, responsabili di alterazioni a livello del fuso meiotico, dei 
microtubuli e della distribuzione dei granuli corticali, della zona pellucida e 
dell’attivazione spontanea (Wu et al., 2006; Gupta et al., 2007; Somfai et al. 
2007; Diez et al., 2005). Gli oociti vitrificati e riscaldati vanno incontro a 
questi cambiamenti che comportano una perdita della competenza e 
successiva degenerazione (Men at al 2003; Gupta et al. 2010). E’ noto che 
la degenerazione delle cellule avviene mediante due meccanismi: l’apoptosi 
e la necrosi. È stato ampiamente dimostrato che la crioconservazione 
determina la degenerazione degli oociti mediante attivazione della cascata 
apoptotica (Men et al., 2003; Gualtieri et al., 2009). Sebbene l’apoptosi, 
Esperimento 2 
 
 137 
ovvero la morte cellulare programmata, sia un meccanismo endogeno di 
degenerazione cellulare necessario per un corretto sviluppo e omeostasi 
tissutale (Wyllie et al 1980), un’aberrante attivazione del pathway stesso si 
verifica in risposta a diversi stressors, quali insulti termici, tossici ecc. 
Infatti, diverse evidenze indicano che la perdita della competenza degli 
oociti dopo crioconservazione sia imputabile ad un’attivazione anomala 
dell’apoptosi (Niu et al., 2016). Il processo apoptotico inizia con 
l’attivazione di un gruppo di proteasi, appartenenti alla famiglia delle 
caspasi, normalmente presenti nelle cellule come proenzimi inattivi. Tali 
proteine intervengono nella divisione del DNA, nei danni al citoscheletro e 
nella produzione dei corpi apoptotici, giocando un ruolo chiave come 
iniziatori ed esecutori della cascata apoptotica. Queste osservazioni hanno 
rappresentato il punto di partenza del lavoro, in cui è stato ipotizzato che la 
prevenzione dell’attivazione anomala dell’apoptosi, mediante l’inibitore 
delle caspasi ZVAD-FMK, possa tradursi in un miglioramento della 
criotolleranza degli oociti. Questo inibitore è in grado di penetrare la 
membrana e di legarsi irreversibilmente al sito catalitico delle caspasi per 
inibire l’apoptosi. L’ inibitore delle caspasi Z-VAD-FMK è stato utilizzato 
con successo nel prevenire l’apoptosi ed incrementare la sopravvivenza al 
congelamento di diversi tipi cellulari (Men et al., 2006; Bissoyi e Pramanik, 
2014), inclusi oociti porcini (Niu et al.2016) ed embrioni bovini 
(Esperimento 1). 
Per valutare l’efficienza di Z-VAD-FMK sulla criotolleranza degli oociti 
bovini maturati in vitro sono state valutate: l’attività caspasica con 
riferimento alla caspasi 3, la frammentazione del DNA, il potenziale di 
membrana mitocondriale e la competenza allo sviluppo dopo fecondazione 
in vitro.  
In disaccordo con studi precedenti, in questo lavoro non è stata evidenziata 
un’attivazione delle caspasi a seguito della crioconservazione. Stroh et al. 
(2002) avevano dimostrato, infatti, che la crioconservazione di diversi tipi 
cellulari è associata ad un’attivazione delle caspasi, con particolare 
riferimento alla caspasi 3, che giocano un ruolo chiave nell’induzione della 
cascata apoptotica. Inoltre, un’aumentata attività delle caspasi in risposta 
alla vitrificazione è stata descritta in oociti della specie suina (Vallorani et 
al. 2012), e tale attività è risultata correlata negativamente alla 
sopravvivenza degli stessi (Giaretta et al 2013). La mancata attivazione di 
caspasi 3 dopo la vitrificazione osservata nel nostro studio è, peraltro, in 
contrasto con uno studio condotto in precedenza su oociti bovini (Men et al., 
2003). Tale apparente discrepanza è giustificabile sia dall’utilizzo, nello 
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studio precedente, di una metodica diversa per il rilevamento delle caspasi, 
sia dal fatto che erano stati analizzati solo gli oociti degenerati a seguito 
della crioconservazione, mancando, pertanto, un controllo di oociti non 
vitrificati. Il confronto diretto di oociti vitrificati e non effettuato nel nostro 
esperimento indica che la crioconservazione di oociti bovini maturati in 
vitro non comporta alcuna attivazione di caspasi 3, la caspasi maggiormente 
implicata nel danno da freddo. Tuttavia, la mancata attivazione delle caspasi 
non si accorda con l’incremento significativo della frammentazione del 
DNA, rilevato negli oociti dopo crioconservazione. La frammentazione del 
DNA, valutata mediante tecnica Tunel, è un evento terminale cui 
convergono diversi pathways di morte cellulare, quali l’apoptosi e la 
necrosi. Il decremento del potenziale di membrana mitocondriale rilevato 
negli oociti vitrificati in assenza dell’inibitore si accorda bene, invece, con 
l’incremento della frammentazione del DNA. Il potenziale di membrana 
mitocondriale è stato valutato con il JC-1, colorante fluorescente che si 
accumula nei mitocondri, che emette fluorescenza verde e rossa in funzione 
del suo stato, che dipende proprio dal ΔΨm: con ΔΨm basso rimane allo 
stato di monomero emettendo fluorescenza verde al filtro FITC, mentre nel 
caso di alto ΔΨm dimerizza emettendo fluorescenza rossa al filtro TRITC. 
In numerosi modelli sperimentali la frammentazione del DNA è preceduta 
da severe perturbazioni della funzione mitocondriale rilevate appunto come 
decremento del potenziale di membrana. Tale decremento è associato alla 
produzione di ROS che contribuiscono alla morte cellulare (Kroemer, 
1997). Quindi i risultati dell’esperimento hanno dimostrato che la 
crioconservazione si traduce in una serie di danni, quali l’alterazione della 
funzione mitocondriale e la frammentazione del DNA, responsabili della 
perdita della competenza, attestata dalla riduzione significativa dei tassi di 
cleavage e rese embrionali dopo IVF, che appaiono indipendenti 
dall’attivazione caspasica. Questi risultati metterebbero, dunque, in 
discussione l’assunto che la degenerazione degli oociti causata dalla 
crioconservazione avvenga mediante il meccanismo dell’apoptosi caspasi-
mediata.  
È stato evidenziato che gli oociti fetali possono andare incontro a forme di 
morte cellulare alternative e/o parallele all’apoptosi che convergono nella 
frammentazione del DNA, rilevata mediante la Tunel (De Felici et al.,2008). 
In particolare, l’utilizzo di inibitori delle calpaine e di mTOR ha consentito 
di rilevare l’attivazione del pathway dell’autofagia indipendente dalle 
caspasi nel determinismo della morte cellulare degli oociti. Tale 
meccanismo di attivazione dell’autofagia è stato peraltro descritto in oociti 
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di topo in risposta alla vitrificazione/riscaldamento (Bang et al., 2014). 
D’altra parte la degenerazione cellulare potrebbe anche essere causata dalle 
alterazioni a carico del citoscheletro che, nell’oocita maturo, si estrinsecano, 
tra l’altro, con la depolimerizzazione dei microtubuli componenti il fuso 
meiotico e disassemblaggio di tale struttura, con conseguente alterazione 
della configurazione della cromatina che può esitare in aneuploidie e 
frammentazione del DNA (Chen et al., 2003; Tharasanit et al., 2006). 
In contrasto con quanto riportato da Niu et al., (2016) nella specie suina, il 
trattamento degli oociti bovini con  Z-VAD-FMK alla concentrazione di 20 
µM non è risultato efficace nell’inibire l’attività della caspasi 3. La mancata 
efficacia dell’inibitore nel nostro studio potrebbe essere ascrivibile a 
differenze di specie così come di tempi di esposizione. In realtà nel nostro 
studio l’esposizione si è protratta più a lungo in quanto gli oociti risultavano 
esposti per 1 ora prima, durante la vitrificazione/ riscaldamento e per 2 ore 
di coltura post-riscaldamento, mentre nello studio sugli oociti suini il 
trattamento era limitato alla fase di post-riscaldamento. Ci si sarebbe 
piuttosto atteso un’amplificazione dell’effetto ma così non è stato. È 
ipotizzabile che la concentrazione risultata efficace sugli oociti di suino (Niu 
et al. 2016) e sugli embrioni bovini (Esperimento 1) non sia quella ottimale 
per gli oociti di bovino. Un effetto dose dipendente di Z-VAD-FMK era 
stato descritto in un lavoro su cellule ematopoietiche, in cui era stata 
dimostrata un’influenza positiva sulla sopravvivenza al congelamento a 
basse concentrazioni, con una perdita di efficacia a concentrazioni superiori. 
Il minor effetto protettivo riscontrato a concentrazioni più elevate o dopo 
esposizioni di maggiore durata avevano lasciato ipotizzare una potenziale 
tossicità dell’inibitore caspasico e un ruolo per Z-VAD-FMK non relativo 
all’inibizione della morte cellulare programmata.  
Il trattamento con l’inibitore non è stato efficace nel prevenire l’apoptosi 
indotta dal freddo, tant’è vero che la frammentazione del DNA è stata 
sovrapponibile nei due gruppi di vitrificazione. Tuttavia un effetto positivo 
del trattamento è stato osservato sulla funzione mitocondriale; infatti, negli 
oociti vitrificati che erano stati esposti a ZVAD-FMK, il potenziale di 
membrana mitocondriale è risalito per raggiungere valori comparabili a 
quelli degli oociti non vitrificati. Questo dato è di difficile interpretazione; 
infatti gli oociti vitrificati con ZVAD-FMK, pur avendo una funzione 
mitocondriale simile a quella degli oociti non vitrificati, fondamentale ai fini 
della vitalità e competenza degli stessi, mostravano un’elevata 
frammentazione del DNA. Infine il trattamento è risultato ininfluente sulla 
competenza degli oociti allo sviluppo: tutti i parametri analizzati, quali i 
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tassi di sopravvivenza post-riscaldamento, di cleavage e di blastocisti sono 
stati ridotti, infatti, in egual misura nei due gruppi di vitrificazione. 
In conclusione, la strategia di prevenire l’apoptosi indotta da 
crioconservazione con l’inibitore caspasico Z-VAD-FMK non è 
perseguibile per migliorare la criotolleranza di oociti bovini, sia perché di 
fatto non è stato rilevato un aumento delle caspasi dopo crioconservazione, 
sia perché l’inibitore non ha minimamente influenzato la suddetta attività 
caspasica. È opportuno, però, sottolineare che in questo esperimento è stata 
usata solo la concentrazione di 20 µM, risultata efficace per oociti di altre 
specie e per gli embrioni bovini nel primo esperimento. Ne consegue la 
necessità di approfondire lo studio testando diverse concentrazioni 
dell’inibitore e tempi di esposizione prima di escluderne un potenziale 
utilizzo come “crioprotettore”.  Si ritiene inoltre fondamentale approfondire 
lo studio sull’apoptosi indotta da crioconservazione negli oociti di questa 
specie per verificare l’eventuale maggiore coinvolgimento di altre proteine 
nell’induzione della cascata apoptotica o delucidare meglio il meccanismo 
di morte cellulare cui vanno incontro gli oociti bovini dopo vitrificazione. 
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Capitolo 5 
 
Esperimento 3: influenza dell’inibitore della caspasi, Z-VAD-
FMK, sulla criotolleranza degli spermatozoi bovini 
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5.1 Materiali e metodi 
 
5.1.1 Disegno sperimentale 
 
Lo scopo di questo esperimento è stato quello di valutare l’effetto anti-
apoptotico dello Z-VAD-FMK, un inibitore delle caspasi, prima, durante e 
dopo il congelamento di spermatozoi bovini. Dodici tori bovini (Bos 
Taurus) di razza Frisona Italiana, di età compresa tra i 4 e i 6 anni, allevati 
presso il Centro Tori Chiacchierini (Civitella D'Arna, Italia) sono stati 
selezionati per lo studio. L’esperimento è stato realizzato utilizzando 6 pool 
di seme con spermatozoi di quattro diversi tori (4 eiaculati/toro). Ogni pool 
è stato diviso in 4 aliquote: un’aliquota è stata utilizzata per le valutazioni 
sul seme fresco, mentre le altre tre aliquote sono state diluite a 37 °C con un 
extender privo di proteine animali, BioXcell (IMV-technologies, Francia), 
contenente 0 (controllo, i.e. gruppo pre-0), 20 µM (gruppo pre-20) e 100 µM 
Z-VAD-FMK (gruppo pre-100), alla concentrazione spermatica finale di 
30×106 spermatozoi/ml ed infialettate. Successivamente le pailettes sono 
state congelate secondo le procedure standard mediante un congelatore 
automatico programmabile (IMV technology, Francia). Per ogni pool, sul 
seme fresco sono state valutate la motilità con l’ausilio di un microscopio a 
contrasto di fase, la vitalità con la colorazione Trypan blue/Giemsa, 
l'integrità di membrana mediante Hypo-osmotic swelling test (HOS test) e 
la frammentazione del DNA con la colorazione Tunel, così come descritto 
successivamente. Per quanto riguarda il seme congelato, oltre ai parametri 
valutati sul seme fresco, sono stati analizzati la motilità mediante Sperm 
Class Analyzer (SCA), il potenziale di membrana mitocondriale con la 
colorazione JC-1 e l’attività della Caspasi 3 mediante citofluometria, sia allo 
scongelamento, sia dopo l’incubazione per 1 ora con 0, 20 µM e 100 µM Z-
VAD-FMK. Ne consegue che, in aggiunta ai tre gruppi sperimentali pre-0, 
pre-20 e pre-100, gli spermatozoi dopo scongelamento sono stati incubatoi 
in 9 differenti condizioni sperimentali: 
1. Pre-0/post-0, in cui gli spermatozoi del gruppo pre-0 sono stati incubati 
solo con lo Sperm Talp;  
2. Pre-0/post-20, in cui gli spermatozoi del gruppo pre-0 sono stati incubati 
con lo Sperm- Talp addizionato di 20 µM Z-VAD-FMK; 
3. Pre-0/post-100, in cui gli spermatozoi del gruppo pre-0 sono stati incubati 
con lo Sperm- Talp addizionato di 100 µM Z-VAD-FMK; 
4. Pre-20/post-0, in cui gli spermatozoi del gruppo pre-20 sono stati incubati 
solo con lo Sperm- Talp; 
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5. Pre-20/post-20, in cui gli spermatozoi del gruppo pre-20 sono stati 
incubati con lo Sperm- Talp addizionato di 20 µM Z-VAD-FMK; 
6. Pre-20/post-100, in cui gli spermatozoi del gruppo pre-20 sono stati 
incubati con lo Sperm- Talp addizionato di 100 µM Z-VAD-FMK; 
7. Pre-100/post-0, in cui gli spermatozoi del gruppo pre-100 sono stati 
incubati solo con lo Sperm- Talp; 
8. Pre-100/Post-20, in cui gli spermatozoi del gruppo pre-100 sono stati 
incubati con lo Sperm- Talp addizionato di 20 µM Z-VAD-FMK; 
9. Pre-100/post-100 in cui gli spermatozoi del gruppo pre-100 sono stati  
incubati con lo Sperm- Talp addizionato di 100 µM Z-VAD-FMK. 
  
5.1.2 Terreni e reagenti 
 
Tutti i prodotti chimici sono stati ottenuti da Sigma-Aldrich/Merck (Milano, 
Italia) se non diversamente specificato. La Dnasi RNA-free e la RNase A 
sono state ottenute da Roche Diagnostics Corporation (Indianapolis, IN, 
USA), mentre l'inibitore della caspasi Z-VAD FMK da Promega 
Corporation (Madison, WI, USA). É stata preparata una soluzione madre di 
100 mM di Z-VAD-FMK in DMSO e successivamente da questo stock è 
stata effettuata una diluizione 1:5 per preparare la soluzione madre di 20 
mM. Queste due soluzioni sono state aliquotate e conservate a -20°C fino al 
giorno dell’utilizzo. Per ottenere le concentrazioni desiderate (20 e 100 µM) 
e per ridurre al minimo la quantità di DMSO prima e post-scongelamento, 
le soluzioni madre di Z-VAD-FMK sono state diluite 1:1000 nell’extender 
e nello Sperm-Talp.  
 
5.1.3 Preparazione dei campioni spermatici prima dell’incubazione 
 
Gli spermatozoi di ciascun pool sono stati scongelati a 37° C per 40 secondi 
e selezionati tramite centrifuga (300g x 25 minuti) sui gradienti di Percoll 
(45 e 80%). Il pellet è stato poi risospeso in 2 ml di Sperm Talp e 
centrifugato nuovamente a 160 g per 10 minuti. Il pellet così ottenuto è stato 
incubato con 500 µl di Sperm- Talp per 1 ora nelle 9 differenti condizioni 
sperimentali, prima descritte. 
 
5.1.4 Valutazione della motilità 
 
Sia sul seme fresco che su quello congelato/scongelato, la motilità è stata 
valutata soggettivamente mediante una valutazione visiva utilizzando un 
Esperimento 3 
 
 147 
microscopio a contrasto di fase (Olympus, Tokyo, Giappone) con 
ingrandimento di 40x, mantenendo il campione ad una temperatura costante 
di 37°C. Inoltre, allo scongelamento e dopo l’incubazione la motilità 
progressiva e i parametri di cinetica spermatica sono stati valutati tramite il 
sistema computerizzato SCA (Microptic S.L. Barcelona, Spagna). In 
particolare, sono stati valutati i seguenti parametri di cinetica (Figura 5.1): 
- VSL (velocità lineare dello spermatozoo; distanza rettilinea fra la prima e 
l’ultima posizione assunta dallo spermatozoo, diviso il tempo). 
- VCL (velocità curvilinea; somma dei segmenti sottesi fra le varie posizioni 
della traiettoria dello spermatozoo, diviso il tempo). 
- VAP (average path velocity; velocità media dello spermatozoo, data da 
lunghezza percorsa, diviso il tempo). 
- ALH (ampiezza dello spostamento laterale della testa) 
 
 
Fig. 5.1Parametri cinetici Sperm Class Analyzer (SCA), da Fabbris et al., 2001 
 
La motilità progressiva è stata valutata come la differenza tra il numero di 
spermatozoi considerati motili (con VAP ≥ ad un valore di riferimento per 
la specie bovina) ed il numero di spermatozoi motili con rapporto VSL/VAP 
inferiore all’80%. L’analisi è stata effettuata con microscopio invertito 
Nikon TE 2000 collegato ad una fotocamera Basler Vision Technology 
A312 fc con un obiettivo 10x a contrasto di fase positivo tramite lo SCA 
provvisto di un tavolino termoregolato a 37°C. Dieci microlitri di ogni 
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campione sono stati caricati sulla camera di Makler, precedentemente 
riscaldata a 37°C, e per ogni punto temporale sono state acquisite e 
analizzate almeno 400 cellule. 
 
5.1.5 Valutazione della vitalità mediante colorazione Trypan blue/Giemsa  
 
La vitalità è stata valutata mediante la tecnica Trypan blue/Giemsa riportata 
da Boccia et al. (2007). La soluzione di Trypan blue allo 0.27 % è stata 
ottenuta aggiungendo 1 ml di Trypan blue (0.4%) a 1 ml di fisiologica (0.9% 
NaCl). Il fissativo è stato ottenuto aggiungendo 86 ml di una soluzione 1 N 
di HCl a 14 ml di una soluzione al 37% di Formaldeide con l’aggiunta di 0.2 
g di Neutral red. La colorazione Giemsa è stata preparata fresca prima 
dell’uso aggiungendo 7.5% di una soluzione Giemsa stock ad acqua 
distillata. Una goccia di Trypan blue allo 0.27% ed una goccia di seme 
diluito sono state deposte sul bordo di un vetrino; utilizzando un altro vetrino 
le due gocce sono state mescolate e strisciate, mantenendo i due vetrini in 
posizione parallela l’uno all’altro durante lo striscio. In questo modo sono 
stati preparati due vetrini per ciascun campione. Dopo lo striscio i vetrini 
sono stati asciugati all’aria in posizione verticale. I vetrini sono stati posti in 
giare sterili contenenti il fissativo per 2 minuti e poi lavati con acqua 
distillata. I vetrini sono stati, quindi, immersi per tutta la notte in giare 
contenenti il colorante Giemsa. Dopo la colorazione i vetrini sono stati 
ancora una volta lavati con acqua distillata e lasciati asciugare all’aria 
verticalmente. Sui vetrini è stato posizionato un coprioggetto con Entellan. 
La lettura degli spermatozoi è stata eseguita al microscopio utilizzando un 
ingrandimento 40x. La colorazione ha permesso di evidenziare le seguenti 
categorie cellulari: spermatozoi vivi che mostravano sia la testa che la coda 
vitali (di colore rosa) e spermatozoi morti che presentavano la testa o la coda 
non vitali (nero-viola scuro; Figura 5.2) 
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Fig. 5.2 Spermatozoi vivi e morti evidenziati con la colorazione Trypan blue/Giemsa. 
 
5.1.6 Valutazione dell’integrità di membrana mediante hypo-osmotic 
swelling test (HOS test) 
 
Per valutare l’integrità di membrana degli spermatozoi è stato utilizzato 
l’Hos test (Correa et al., 1994). Il funzionamento di questo test si basa sul 
comportamento che assumono gli spermatozoi in una soluzione ipo-
osmotica. Se la membrana è integra, il contatto con l’ambiente ipo-osmotico 
causerà un rigonfiamento degli spermatozoi a livello della coda. Se la 
membrana ha una funzionalità alterata, invece, gli spermatozoi non si 
rigonfieranno poiché l’equilibrio osmotico è raggiunto attraverso la perdita 
di soluti (Drevius and Erikson, 1966; Figura 5.3). Un eiaculato può essere 
considerato di buona qualità se ha almeno il 60% degli spermatozoi positivi 
a HOS test. La soluzione ipo-osmotica (150 mOsm) è stata ottenuta 
sciogliendo 0,735 gr. di Citrato di Sodio Bi-idrato (Na₃C₆H₅O₇ + 2H₂O) e 
1,351 gr. di fruttosio in 100 ml di H₂O distillata. Cento microlitri di 
campione vengono incubati per 45 minuti a 37°C in 1 ml di soluzione ipo-
osmotica precedentemente riscaldata. Una goccia di 20 µl di seme è posta 
su di un vetrino su cui sarà apposto un vetrino copri oggetto. Un totale di 
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200 spermatozoi per vetrino sono stati osservati con un microscopio a 
contrasto di fase con ingrandimento 40x. Il risultato è stato espresso come 
percentuale di spermatozoi rigonfi, sul totale di quelli contati (Fabbris et al., 
2001). 
 
 
 
Fig. 5.3 Il primo spermatozoo a sinistra è normale, le altre sono tutte cellule positive 
all’HOS test. 
 
5.1.7 Valutazione della frammentazione del DNA mediante colorazione 
Tunel e Hoechst 33342 
 
La quantità di frammentazione del DNA è stata determinata tramite la 
colorazione Tunel (Talevi et al., 2013), utilizzando un kit disponibile in 
commercio (In Situ Cell Death Detection Kit, fluorescein, Roche, 
Indianapolis, IN, USA). Per ogni campione, 100 µl di spermatozoi, separati 
mediante i gradienti di Percoll, sono stati fissati con 100 µl di 
paraformaldeide al 4 % (PFA) in PBS (pH 7.4) e incubati per 30 min a 
temperatura ambiente. Dopo l’incubazione, gli spermatozoi sono stati lavati 
due volte (300g x 15 min) in PBS+PVP (1mg/1ml), il surnatante è stato 
eliminato e il pellet è stato diluito (1:10) con PBS+PVP. Una goccia di seme 
(20 µl) è stata strisciata su un vetrino pulito che è stato permeabilizzato con 
0.1% (v/v) Triton X-100 contenente 0.1% (w/v) di Sodio Citrato per 10 
minuti. I vetrini sono stati lavati per due volte in PBS e fatti asciugare 
all’aria. Prima dell'incubazione con la soluzione Tunel, due vetrini, uno per 
il controllo positivo e l’altro per il controllo negativo, sono stati incubati per 
20 minuti a 37 °C con 50 μl di DNase I ricombinante (8U/1 l) (Roche 10.000 
U), lavati in PBS per due volte e fatti asciugare all’aria. Il controllo negativo 
è stato incubato con 50 µl della Label Solution, in assenza di enzima, al buio 
per 1 ora a 37 °C in una camera umidificata. Il controllo positivo e tutti i 
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campioni, invece, sono stati incubati con 50 µl della Mix Tunel al buio per 
1 ora a 37 °C in una camera umidificata. Una volta completata la 
colorazione, ogni vetrino è stato lavato due volte in PBS e fatto asciugare 
all’aria. Successivamente, i vetrini sono stati incubati con 50 µl di Hoechst 
33342 (1 mg/ml) per 30 minuti a temperatura ambiente e al buio. Dopo sono 
stati lavati per due volte in PBS, fatti asciugare all’aria e montati con una 
goccia di 1,4-diazabicyclo-octane (DABCO) e coperti con un vetrino 
coprioggetto. Ogni vetrino è stato analizzato per un totale di 200 
spermatozoi (nuclei blu) e spermatozoi Tunel-positivi (nuclei verdi) con i 
filtri di eccitazione DAPI (460 nm per la fluorescenza blu) e filtri FITC (520 
nm per la fluorescenza verde), rispettivamente, usando un microscopio a 
fluorescenza (Eclipse E-600; Nikon, Japan) con un ingrandimento di 40x. Il 
risultato è espresso come percentuale di spermatozoi Tunel + (con nucleo 
verde) su spermatozoi totali. 
 
5.1.8 Valutazione del potenziale di membrana mitocondriale ΔΨm 
 
Il potenziale di membrana mitocondriale è stato valutato tramite la 
colorazione JC-1 (5,5,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethyl-
imidacarbocyanine iodide; Thermofisher Scientific, T3168), come descritto 
in precedenza (Ortega-Ferrusola et al., 2008;  Katherine et al., 2009). Il JC-
1 ha la capacità unica di marcare in modo diverso i mitocondri con basso e 
alto potenziale di membrana mitocondriale. Nei mitocondri ad alto ΔΨm, 
JC-1 forma aggregati multimerici che emettono una fluorescenza 
rossa/arancione (590nm). Se eccitati simultaneamente da sorgenti laser a 
ioni argon a 488 nm, i monomeri e gli aggregati possono essere rilevati 
separatamente al citofluorimentro nei canali FL1 e FL2, rispettivamente. Gli 
spermatozoi (500 µl) separati mediante procedura Percoll e divisi per i 
gruppi sperimentali così come descritto in precedenza, sono stati incubati 
per 15 minuti a 37°C al buio con 0,5 µl di JC-1 (2 mM). Alla fine 
dell’incubazione, i campioni sono stati analizzati mediante il citofluorimetro 
FACSCaliburT (BD Biosciences, San Josè, CA, USA). In questo 
esperimento sono stati analizzati 50000 eventi per campione. In questo 
modo, sono state identificate 3 sottopopolazioni di spermatozoi: 
spermatozoi con alto ΔΨm (fluorescenza rossa/arancione), spermatozoi con 
basso ΔΨm (fluorescenza verde) e spermatozoi con mitocondri eterogenei, 
con alto e basso ΔΨm (fluorescenza rossa/arancione e verde 
contemporaneamente). 
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5.1.9 Citofluometria per Caspasi 3 
 
Per analizzare la forma attivata della caspasi 3 è stato utilizzato l’anticorpo 
FITC Rabbit Anti-Active Caspase-3 (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). 
Questo anticorpo è stato marcato per riconoscere specificamente la forma 
attiva di caspasi 3 e non la forma pro-enzima di caspase 3 (Armstrong et al., 
1997).  
Gli spermatozoi separati mediante procedura Percoll e divisi per i gruppi 
sperimentali, così come descritto in precedenza, sono stati diluiti 1:1 con il 
fissativo BD Cytofix Fixation buffer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) 
e incubati per 10 minuti a 37°C. Dopo l’incubazione, sono stati centrifugati 
per due volte (16000 g x 10 minuti) per eliminare il fissativo in eccesso, il 
pellet è stato poi risospeso con 100 µl di permeabilizzante BD Phosflow 
Perm Buffer III (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) ed è stato incubato 
per 30 minuti in ghiaccio. Il pellet è stato poi lavato due volte con PBS+PVP 
(16000g x 10 min) per eliminare l’eccesso di permabilizzante, e sono stati 
aggiunti 20 µl dell’anticorpo primario FITC Rabbit Anti-Active Caspase 3 
per 2 ore a temperatura ambiente. Il pellet è stato nuovamente lavato due 
volte con PBS+PVP (16000 g x 10 min) per eliminare l’eccesso di anticorpo 
e sono stati aggiunti 500 µl di Ioduro di Propidio (PI ; 10µg/ml) per 3 ore 
circa a temperatura ambiente. Alla fine dell’incubazione, i campioni sono 
stati analizzati mediante il citofluorimetro FACSCaliburT (BD Biosciences, 
San Jose, CA, USA). In questo esperimento sono stati analizzati 20000 
eventi per campione. 
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5.2 Analisi statistica 
 
Le differenze di motilità, vitalità, integrità di membrana e frammentazione 
del DNA tra seme fresco e congelato sono stata analizzate mediante il test T 
di Student. Le differenze tra i gruppi allo scongelamento e post incubazione 
sono state confrontate tramite l’analisi della varianza (ANOVA), con il 
metodo Tukey utilizzato come Test Post Hoc. Le differenze tra i gruppi sono 
state considerate significative, con il valore di P<0.05. 
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5.3 Risultati 
 
L’analisi dei parametri di fertilità del seme fresco è stata effettuata al fine di 
conoscere la qualità del materiale seminale prima della crioconservazione. I 
parametri registrati per motilità, vitalità, integrità di membrana e percentuale 
di frammentazione del DNA (Tabella 5.1) attestano una buona qualità del 
materiale seminale di partenza. Tuttavia, il congelamento ha determinato 
una riduzione sia della motilità (P<0.05), valutata soggettivamente, che 
dell’integrità di membrana (P<0.05), mentre nessuna differenza è stata 
riportata per la vitalità (Tabella 5.1). La percentuale di  
frammentazione del DNA è invece aumentata drasticamente (P<0.01) nel 
seme congelato rispetto a quello fresco (Tabella 5.1). 
 
Tab. 5.1 Percentuali di motilità, vitalità, integrità di membrana (HOS+) e frammentazione 
del DNA (Tunel+) nel seme fresco e in quello congelato. 
 
Gruppo % Motilità % Vitalità % HOS % Tunel + 
Fresco 
73.3 ± 1.1a 89.3 ± 1.9 73.8 ± 1.6a 1.1 ± 0.6A 
Congelato 70.0 ± 1.05b 86.3 ± 1.3 67.1 ± 1. 5b 15.4 ± 2.8B 
 
A,B  I valori all'interno di una colonna con apice differente indicano differenze significative a P<0,01 
a,b  I valori all'interno di una colonna con apice differente indicano differenze significative a P <0,05 
 
Come si evince dalla Figura 5.4, il trattamento con entrambe le 
concentrazioni di Z-VAD-FMK prima della crioconservazione ha 
incrementato significativamente la motilità spermatica allo scongelamento, 
valutata mediante microscopia al contrasto di fase, rispetto al controllo 
(P<0,05). Al di là dei valori numerici, nei gruppi trattati il  pattern di motilità 
era diverso rispetto al controllo, in quanto gli spermatozoi si muovevano 
energicamente con un andamento a scatti. È interessare rilevare che in tutti 
i gruppi trattati con Z-VAD-FMK non è stato possibile elaborare i dati 
raccolti con lo SCA poiché la percentuale di spermatozoi agglutinati, adesi 
tra loro ma motili era > del 70% rispetto al numero totali di spermatozoi. 
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a,b  Barre contrassegnate con lettere diverse sono significativamente differenti; P <0,05 
A,B  Barre contrassegnate con lettere diverse sono significativamente differenti; P <0,01  
 
Fig. 5.4. Motilità allo scongelamento di spermatozoi bovini trattati con 0, 20 e 100 µM 
prima del congelamento. 
 
La vitalità valutata tramite la colorazione Trypan blue/Giemsa è risultata alta 
in tutti i gruppi allo scongelamento. Similarmente, nessuna variazione 
significativa dell’integrità di membrana è emersa come mostrato in Tabella 
5.2. 
 
Tab. 5.2 Percentuali di vitalità e integrità di membrana (HOS+) nei gruppi trattati con 0, 
20 e 100 µM prima del congelamento. 
 
Gruppo % Vitalità % HOS 
Pre-0 87.1 ± 1.0 67.1 ± 1.2 
Pre-20 84.3 ± 1.0 71.5 ± 1.7 
Pre-100 85.0 ± 2.4 68.8 ± 1.1 
 
Aa
Bb
c
50
55
60
65
70
75
80
85
pre-0 pre-20 pre-100
Esperimento 3 
 
 156 
Sebbene l’analisi dei dati non abbia evidenziato differenze significative 
nella percentuale di spermatozoi con DNA frammentato tra i gruppi pre-
congelamento, la percentuale di frammentazione tende a diminuire in 
maniera dose-dipendente all’aumentare della concentrazione dell’inibitore, 
come mostrato nella Figura 5.5. Inoltre, è stato osservato che il trattamento 
con 100 µM di Z-VAD-FMK ha incrementato la percentuale di spermatozoi 
con alto potenziale di membrana mitocondriale in maniera significativa 
(P<0.05) rispetto al trattamento con la concentrazione inferiore 
dell’inibitore e rispetto al gruppo controllo (P=0.08), come illustrato nella 
Figura 5.6. Inoltre, nessuna differenza è stata evidenziata nella percentuale 
di spermatozoi con attività caspasica tra tutti i gruppi pre-congelamento (0.2 
± 0.1, 2.7 ± 1.9 e 3.1 ± 1.9 nei gruppi Pre-0, Pre-20 e Pre-100, 
rispettivamente).   
 
 
 
Fig. 5.5 Percentuale di spermatozoi con DNA frammentato nei gruppi trattati con 0, 20 e 
100 µM prima del congelamento. 
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a,b  Barre contrassegnate con lettere diverse sono significativamente differenti; P <0,05 
Fig. 5.6  Percentuale di spermatozoi con alto potenziale di membrana mitocondriale (ΔΨm) 
nei gruppi trattati con 0, 20 e 100 µM prima del congelamento. 
 
Per quanto riguarda i gruppi post-incubazione, è stato osservato un 
incremento della motilità spermatica quando il seme veniva pre-trattato con 
20 µM di Z-VAD-FMK e successivamente incubato con l’inibitore ad 
entrambe le concentrazioni di Z-VAD-FMK testate, rispetto al gruppo 
controllo pre-0-post-0 (Tabella 5.3).  
Quando il seme non veniva trattato prima del congelamento (gruppi pre-0), 
l’incubazione con ZVAD non ha esercitato alcuna influenza sulla vitalità 
spermatica (Tabella 5.3). Invece, quando il seme veniva pre-trattato con 20 
µM di Z-VAD-FMK (gruppi pre-20) l’incubazione successiva con 100 µM 
di Z-VAD-FMK determinava un incremento della vitalità. Al contrario, nel 
caso del seme pre-trattato con 100 µM di Z-VAD-FMK (gruppi pre-100), 
l’incubazione con l’inibitore ha determinato un decremento della vitalità.  
Un aumento significativo della percentuale di spermatozoi con membrana 
integra è stato osservato nei gruppi Pre-0/post-20 (p<0.05) e Pre-0/post-100 
(P< 0.01; Tabella 5.3) rispetto al gruppo Pre-0/post-0 post incubazione. 
Similarmente è stato evidenziato un aumento dell’integrità di membrana, 
dopo l’incubazione, per i gruppi Pre-20/post-100, Pre-100/post-20 e Pre-
100/post-100 rispetto al controllo non trattato (Tabella 5.3). 
ab
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Nel caso in cui il seme era stato trattato prima del congelamento (gruppi pre-
0), l’incubazione con entrambe le concentrazioni di Z-VAD-FMK ha 
comportato un aumento significativo della percentuale di spermatozoi con 
membrana integra rispetto al controllo non trattato (pre-0/post-0). Invece, in 
entrambi i gruppi in cui il seme era stato pre-trattato con Z-VAD-FMK non 
è stata riscontrata alcuna differenza nell’integrità di membrana imputabile 
alla successiva incubazione con Z-VAD-FMK. Tuttavia, in generale è stato 
osservato un miglioramento dell’integrità di membrana nei gruppi post-
incubazione in presenza dell’inibitore Z-VAD-FMK (Tabella 5.3). Per 
quanto concerne gli altri parametri esaminati, l’unica differenza rilevata 
riguardava la percentuale di frammentazione del DNA all’interno dei gruppi 
pre-0, che risultava diminuita dopo incubazione con 100 µM di Z-VAD-
FMK, rispetto al controllo pre-0-post-0 (Tabella 5.4). Tra tutti i gruppi di 
post-incubazione, non sono state registrate differenze nelle percentuali di 
spermatozoi che mostravano un alto potenziale di membrana né tantomeno 
in quelle di spermatozoi con caspasi 3 attiva (Tabella 5.4). 
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Tab. 5.3 Percentuali di motilità, vitalità e integrità di membrana (HOS+) nelle diverse 
condizioni sperimentali di incubazione. 
 
Gruppo % Motilità % Vitalità % HOS+ 
Pre-0/post-0 60.0 ± 4.5Aa 82 ± 0.46A 60.5 ± 3.47Aa 
Pre-0/post-20 62.5 ± 5.6a 82.31 ± 1.68 70.92 ± 1.25b 
Pre-0/post-100 67.5 ± 3.4 85.5 ± 1.79 74.25 ± 2.12B 
Pre-20/post-0 65.0 ± 2.2 79.92 ± 1.63A 71 ± 1.73 
Pre-20/post-20 70.0 ± 4.5b 85.58 ± 0.99 68.25 ± 1.53 
Pre-20/post-100 75.0 ± 2.2Bb 88.5 ± 0.97B 70.67 ± 2.15B 
Pre-100/post-0 69.2 ± 2.0 89.75 ± 0.38B 69.5 ± 1.07 
Pre-100/post-20 69.2 ± 2.0 82.75 ± 0.74A 71.22 ± 1.45B 
Pre-100/post-100 69.2 ± 2.0 83.42 ± 1.45A 72.75 ± 0.28B 
 
a,b  I valori all'interno di una colonna con apice differente indicano differenze significative a P <0,05  
A,B I valori all'interno di una colonna con apice differente indicano differenze significative a P<0,01 
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Tab. 5.4 Percentuali di spermatozoi con DNA frammentato (Tunel +), alto potenziale di 
membrana (JC-1 +) e caspasi 3 attiva (caspasi +) nelle diverse condizioni sperimentali 
post-incubazione. 
 
Gruppo % Tunel + % JC-1+ % Caspasi+ 
Pre-0/post-0 17.8 ± 1.1a 62.4 ± 12.68 0.18 ± 0.09 
Pre-0/post-20 13.3 ± 2.8 57.93 ± 12.85 0.22 ± 0.12 
Pre-0/post-100 10.5 ± 2.5b 50.75 ± 8.82 0.37 ± 0.21 
Pre-20/post-0 12.6 ± 3.1 46.63 ± 5.61 1.04 ± 0.59 
Pre-20/post-20 13.0 ± 2.4 42.43 ± 8.07 0.29 ± 0.07 
Pre-20/post-100 14.8 ± 3.7 45.5 ± 6.46 0.29 ± 0.07 
Pre-100/post-0 14.2 ± 2.7 61.28 ± 11.7 1.31 ± 1.17 
Pre-100/post-20 15.7 ± 3.4 55.45 ± 8.26 0.75 ± 0.54 
Pre-100/post-100 10.7 ± 3.8 61.38 ± 8.83 0.21 ± 0.00 
 
a,b  I valori all'interno di una colonna con apice differente indicano differenze significative a P <0,05 
 
 
 
 
 
Esperimento 3 
 
 161 
5.4 Discussione 
 
È ben noto che la crioconservazione e/o lo scongelamento ha un effetto 
dannoso sulla vitalità degli spermatozoi a causa della formazione di cristalli 
ghiaccio che possono danneggiare la membrana, alterare il citoscheletro e la 
funzionalità degli organelli citoplasmatici (Aziz et al., 2004). Le 
modificazioni della permeabilità della membrana, il danno mitocondriale e 
lo stress ossidativo inducono l’attivazione di una serie di eventi che 
terminano con la morte cellulare (Wyllie et al., 1980). È stato evidenziato 
che la degenerazione cellulare causata dagli insulti relativi alla procedura di 
crioconservazione e di scongelamento del seme avviene prevalentemente 
attraverso il meccanismo dell’apoptosi (Martin et al. 2004). In particolare, è 
stato riportato che la crioconservazione del seme bovino si traduce in un 
aumento di alcune caratteristiche tipiche del processo apoptotico, quali 
alterazioni del potenziale di membrana mitocondriale, esternalizzazione 
della fosfatidilserina, aumento della permeabilità di membrana, con 
conseguente attivazione delle caspasi (Martin et al. 2004). Sulla base di 
queste premesse, la domanda che ci siamo posti in questo esperimento è 
stata quella di verificare se il trattamento del seme con l’inibitore delle 
caspasi, Z-VAD-FMK, prima e dopo il congelamento, migliora le 
caratteristiche qualitative del seme. A tale fine l’inibitore delle caspasi è 
stato utilizzato a due diverse concentrazioni (20 e 100 µM) sia nell’extender 
prima del congelamento, sia dopo lo scongelamento. L’effetto dell’inibitore 
apoptotico sul gamete maschile è stato valutato sulla motilità, vitalità, 
integrità di membrana, frammentazione del DNA, potenziale di membrana 
e attività caspasica, con particolare riferimento alla caspasi 3, coinvolta 
maggiormente nei danni da congelamento.   
Il confronto tra il seme fresco e quello congelato ha mostrato che il 
congelamento riduce la motilità e la percentuale di spermatozoi con 
membrana integra, modificazioni che, come è noto, possono condizionare le 
capacità fecondanti del seme (Medeiros et al., 2002). Invece, il 
congelamento non ha influenzato in maniera significativa la vitalità 
spermatica, che è rimasta molto alta (86%), ad indicare un’alta qualità del 
materiale di partenza. Ciononostante, la crioconservazione ha incrementato 
del 14% la percentuale di spermatozoi che mostravano frammentazione del 
DNA. È noto che la frammentazione del DNA può dipendere dalla 
destabilizzazione dei mitocondri, con conseguente rilascio del citocromo-C 
e attivazione della cascata delle proteine caspasi, esitanti nella morte 
cellulare (Anzar et al., 2002). Baccetti et al., (1996) e Blanch-Layrac et al., 
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(2000), con l’ausilio del microscopio elettronico, hanno descritto, oltre alla 
frammentazione del DNA, altre alterazioni, come la condensazione della 
cromatina, formazioni lobulari dell’acrosoma, gonfiore della membrana dei 
mitocondri ed una certa attivazione dei macrofagi, tutte condizioni che 
ulteriormente possono alterare la qualità del seme ed influenzare la fertilità. 
I dati ottenuti nel corso dell’esperimento hanno disatteso l’ipotesi di 
partenza, in quanto l’utilizzo dell’inibitore delle caspasi Z-VAD-FMK non 
si è rivelato efficace  nel prevenire l’apoptosi indotta dal freddo e, quindi, 
nel migliorare i parametri di fertilità. In particolare, un dato inatteso 
riguarda, analogamente, però, a quanto riscontrato nell’esperimento 2 sugli 
oociti, l’inefficacia di Z-VAD-FMK nell’inibire l’attività caspasica, come 
attestato dall’assenza di differenze tra i vari gruppi nella percentuale di 
spermatozoi che esprimevano la forma attiva di caspasi 3. Purtroppo, in 
questo studio, per motivi logistici, non è stato possibile effettuare la 
determinazione dell’attività caspasica sul seme fresco e, quindi, non 
abbiamo evidenza di un’attivazione delle stesse causata dalla procedura di 
crioconservazione, dimostrata tuttavia da altri autori in studi precedenti 
(Martin et al 2004). Dalal et al., (2018), hanno osservato che il congelamento 
induce un aumento significativo degli spermatozoi che esprimevano la 
forma attiva di caspasi 3 ed hanno evidenziato che caspasi 3 era espressa 
nella porzione intermedia dello spermatozoo. La cosa interessante è che gli 
spermatozoi che esprimevano caspasi 3 non presentavano nessuna presenza 
di gocce citoplasmatiche o rigonfiamenti della membrana che sono da 
associare a cellule in apoptosi. Questa osservazione, suggerisce un 
potenziale ruolo non apoptotico delle caspasi nell’eiaculato di alta qualità, 
suggerendo che la presenza dell’attivazione delle caspasi 3 negli 
spermatozoi non è solo associata ad una condizione di alterazione funzionale 
(Dalal et al., 2018). L’assenza di una variazione dell’attività di caspasi 3 nei 
diversi gruppi potrebbe verosimilmente dipendere dall’inadeguatezza della 
dose impiegata, analogamente a quanto evidenziato nell’esperimento sugli 
oociti. I risultati dell’esperimento 2 in realtà ci avevano indotti ad utilizzare 
anche un’altra concentrazione, anch’essa risultata però inefficace. D’altra 
parte, l’apoptosi è la risultante di un equilibrio tra fattori pro-apoptotici ed 
anti-apoptotici; pertanto, non è possibile escludere che il livello di 
attivazione delle caspasi si sia mantenuto basso a causa del legame tra le 
proteine inibitrici dell’apoptosi, XIAP (X-linked IAP o nota anche come 
BIRC4) e cIAP1 (nota anche come BIRC2) con caspasi 3.  
Un effetto di ZVAD su alcuni parametri spermatici è stato evidenziato 
soprattutto quando l’inibitore è stato inserito nell’extender prima che il seme 
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fosse sottoposto al congelamento. In particolare, infatti, il trattamento ha 
determinato un incremento significativo della motilità di massa post-
scongelamento, con una tendenza alla riduzione del tasso di frammentazione 
del DNA e all’aumento del potenziale di membrana mitocondriale, 
soprattutto con la concentrazione più elevata. Una riduzione significativa 
della percentuale di spermatozoi che mostravano frammentazione del DNA, 
unitamente all’aumento degli spermatozoi con membrana integra, è stata 
anche osservata quando il seme è stato trattato solo dopo scongelamento per 
1 ora con la concentrazione più elevata di Z-VAD-FMK. Le altre differenze 
rilevate nei gruppi post-incubazione non sono rilevanti. Nella nostra 
esperienza questi risultati comunque devono essere considerati con cautela, 
in quanto le variazioni rilevate nei parametri spermatici non sempre si 
accordano all’interno di ciascun gruppo sperimentale. D’altra parte 
l’aggiunta di inibitori delle caspasi nell’extender non si è rivelata una 
strategia vincente ai fini del miglioramento della criotolleranza degli 
spermatozoi di ariete, cane e stallone (Marti et al., 2008; Peter and Linde-
Forsberg 2003; Peter et al., 2005). Al contrario, un effetto positivo è stato 
descritto sul seme di bufalo, utilizzando un inibitore delle caspasi a 
concentrazioni molto più basse (Dalal et al. 2018). 
In conclusione, la strategia di prevenzione dell’apoptosi indotta dalla 
crioconservazione, mediante l’impiego dell’inibitore delle caspasi Z-VAD-
FMK prima e/o dopo il congelamento del seme bovino non è risultata 
particolarmente efficace. Tale insuccesso sembra verosimilmente 
attribuibile all’inadeguata dose d’impiego dell’inibitore stesso, in quanto 
non si è descritta una riduzione di caspasi 3 attiva in nessuno dei gruppi 
trattati. Tuttavia non è possibile escludere che l’individuazione di una dose 
efficace e di diversi tempi di trattamento possano produrre, invece, gli effetti 
desiderati.    
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Il razionale di questo lavoro nasceva dalle recenti evidenze in merito al ruolo 
pivotale giocato dalle proteine della famiglia caspasi, in particolare la 
caspasi 3, nel fenomeno dell’apoptosi indotta dal congelamento. 
Un’attivazione anomala del pathway apoptotico conseguente alla 
crioconservazione è stata, infatti, descritta in diversi tipi cellulari, inclusi 
embrioni e gameti, ed è stata associata alla riduzione della sopravvivenza al 
congelamento. Queste osservazioni hanno posto le basi per lo sviluppo di 
strategie volte alla prevenzione dell’apoptosi da freddo, mediante 
trattamento con inibitori delle caspasi prima di sottoporre le cellule alla 
procedura della crioconservazione. In particolare, l’utilizzo di inibitori delle 
caspasi si è rivelato efficace per migliorare la criotolleranza di embrioni ed 
oociti nella specie suina (Men et al., 2003; Vallorani et al., 2012), mentre 
risultati contrastanti sono stati ottenuti sulla fertilità post-congelamento 
degli spermatozoi in specie diverse, quali il cane e il bufalo (Peter et al., 
2005; Dalal et al., 2018). Poiché tale strategia non era stata ancora 
investigata nella specie bovina, lo scopo della tesi è stato proprio di 
verificare l’efficacia dell’inibitore delle caspasi Z-VAD-FMK nel prevenire 
l’apoptosi indotta e migliorare la criotolleranza degli embrioni e dei gameti 
bovini. 
I risultati dell’esperimento 1 hanno dimostrato che l’inclusione dell’inibitore 
delle caspasi ZVAD-FMK nei media prima, durante e dopo la 
crioconservazione, migliora effettivamente la criotolleranza degli embrioni 
bovini prodotti in vitro, riducendo l'apoptosi indotta da crioconservazione. 
E’ stato, infatti, dimostrato che negli embrioni trattati con ZVAD-FMK si 
osserva una diminuzione dell'indice di frammentazione del DNA, in linea 
con la riduzione delle aree embrionali interessate dall'attività della caspasi 
3. Inoltre la migliore criotolleranza embrionale, attestata dalle elevate 
percentuali di sopravvivenza, sviluppo e schiusa dopo 24 e 48 ore di coltura 
post-riscaldamento, nonché dall’appropriato rapporto tra cellule del nodo 
embrionale e del trofectoderma, confermano che la prevenzione 
dell’apoptosi è una strategia efficace per il congelamento di embrioni bovini 
prodotti in vitro.  
Al contrario, i risultati del trattamento sui gameti indicano che, almeno alle 
dosi e nei modi impiegati, il trattamento con ZVAD-FMK è inefficace 
proprio sull’inibizione dell’attività caspasica.  I risultati dell’esperimento 2 
hanno dimostrato innanzitutto che, contrariamente a quanto atteso, la 
crioconservazione non ha comportato un’attivazione delle caspasi. E’ stato, 
però, provato che la vitrificazione determina danni a livello del DNA e del 
potenziale di membrana mitocondriale, che si traducono in una ridotta 
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sopravvivenza e competenza allo sviluppo degli oociti bovini, attestata dalla 
riduzione dei tassi di cleavage e blastocisti. Inoltre, l’ipotesi del lavoro non 
è stata confermata, in quanto l’esposizione degli oociti all’inibitore delle 
caspasi Z-VAD-FMK prima, durante e dopo la vitrificazione, non ha 
determinato una riduzione dell’apoptosi indotta dalla crioconservazione, 
intesa come frammentazione del DNA, né ha migliorato la resistenza degli 
oociti al processo di crioconservazione, valutata come sopravvivenza post-
riscaldamento, e competenza allo sviluppo dopo fecondazione in vitro. 
Analogamente, nell’esperimento 3, il trattamento con ZVAD-FMK non ha 
apportato effetti benefici sulla criotolleranza spermatica.  Anche in questo 
caso, infatti,  i dati ottenuti nel corso dell’esperimento hanno disatteso 
l’ipotesi di partenza, in quanto l’utilizzo dell’inibitore delle caspasi Z-VAD-
FMK non si è rivelato efficace nel prevenire l’apoptosi indotta dal freddo e, 
quindi, nel migliorare i parametri di fertilità. In particolare, un dato inatteso 
riguarda, analogamente, però, a quanto riscontrato nell’esperimento 2 sugli 
oociti, l’inefficacia di Z-VAD-FMK nell’inibire l’attività caspasica, come 
attestato dall’assenza di differenze tra i vari gruppi nella percentuale di 
spermatozoi che esprimevano la forma attiva di caspasi 3. Ciò potrebbe 
essere imputabile all’inadeguatezza delle dosi impiegate; l’inefficacia di 
ZVAD-FMK alla concentrazione 20 µM sugli oociti ci aveva indotto a 
testare anche un’altra concentrazione (100 µM), anch’essa risultata però 
inefficace. Un effetto positivo di ZVAD su alcuni parametri spermatici è 
stato evidenziato soprattutto quando l’inibitore è stato inserito nell’extender 
prima che il seme fosse sottoposto al congelamento. In particolare, infatti, il 
trattamento ha determinato un incremento significativo della motilità di 
massa post-scongelamento, con una tendenza alla riduzione del tasso di 
frammentazione del DNA e all’aumento del potenziale di membrana 
mitocondriale, soprattutto con la concentrazione più elevata. Le poche 
differenze rilevate nei gruppi post-incubazione non sono invece, state di 
alcuna rilevanza biologica.  
In conclusione, i risultati di questo studio hanno dimostrato che il 
trattamento degli con l'inibitore della caspasi Z-VAD-FMK potrebbe essere 
una strategia semplice ed economica per migliorare l'efficienza della 
crioconservazione degli embrioni bovini, fondamentale per una maggiore 
diffusione della tecnologia di produzione embrionale in vitro in campo. 
Tuttavia, sono necessari ulteriori studi per valutare la vitalità dell'embrione 
a lungo termine, valutando la loro capacità di impianto e di gravidanza dopo 
il trasferimento degli embrioni, prima di possibili applicazioni commerciali. 
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Al contrario, è stato dimostrato che la strategia di prevenire l’apoptosi 
indotta da crioconservazione con Z-VAD-FMK non è perseguibile per 
migliorare la criotolleranza di oociti e spermatozoi bovini, perché il 
trattamento, almeno alle dosi utilizzate, non ha influenzato affatto l’ attività 
caspasica, né migliorato la resistenza dei gameti al congelamento.  Ne 
consegue, tuttavia, la necessità di approfondire lo studio testando diverse 
concentrazioni dell’inibitore e tempi di esposizione prima di escluderne un 
potenziale utilizzo come “crioprotettore” per la crioconservazione dei 
gameti.   
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